Cardiovascular action of Bothrops jararacussu snake venom and Bothropstoxin in anesthetized rats by Smaal, Adriana
 
 
ADRIANA SMAAL 
 
 
 
“AÇÃO CARDIOVASCULAR DA PEÇONHA DE Bothrops 
jararacussu E BOTHROPSTOXINA EM RATO ANESTESIADO” 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPINAS 
UNICAMP 
2010 
 
iii 
 
ADRIANA SMAAL 
“AÇÃO CARDIOVASCULAR DA PEÇONHA DE Bothrops 
jararacussu E BOTHROPSTOXINA EM RATOS 
ANESTESIADOS” 
Dissertação de mestrado apresentada à Pós-Graduação da 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 
Campinas para obtenção do título de Mestre em Farmacologia. 
 
 
 
ORIENTADOR:  Prof. Dr. Stephen Hyslop 
 
 
 
 
CAMPINAS 
UNICAMP 
2010
iv 
 
  FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP 
              Bibliotecário: Sandra Lúcia Pereira – CRB-8ª / 6044 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Título em inglês :  “Cardiovascular action of Bothrops jararacussu snake 
venom and bothropstoxin in anesthetized rats” 
 
 
             Keywords:    Bothrops jararacussu 
                                   Cardiovascular pharmacology 
 
 
Titulação: Mestre em Farmacologia 
 
 
Banca examinadora: 
 
 
Prof. Dr. Stephen Hyslop 
Prof. Dr. Marcelo Larami Santoro 
Prof. Dr. Heitor Moreno Júnior 
 
 
Data da defesa: 27-01-2010 
 
 Smaal, Adriana 
 Sm11a  Ação cardiovascular da peçonha de Bothrops jararacussu e 
bothropstoxina em rato anestesiado   / Adriana Smaal. Campinas,  SP  : 
[s.n.], 2010. 
 
 
  Orientador : Stephen Hyslop 
  Dissertação ( Mestrado )  Universidade Estadual de Campinas. 
Faculdade de Ciências Médicas. 
 
 
  1.   Bothrops jararacussu.  2.   Farmacologia cardiovascular.    .   I.   
Hyslop,  Stephen.   II.    Universidade Estadual de Campinas. 
Faculdade de Ciências Médicas.   III.   Título.  
 
 
 
 
 
 
v 
 
 
 
 
 
vii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DEDICATÓRIA 
ix 
 
Dedico este trabalho aos meus pais Paul e Rosângela, 
que sempre me deram apoio, e que são meus exemplos de vida e de perseverança. 
 
Dedico também a meu noivo Ademir Henrique, 
 o qual sempre esteve ao meu lado, me incentivando a sempre seguir em frente.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
AGRADECIMENTOS 
xiii 
 
A Deus, por me guiar e iluminar meu caminho sempre. 
Ao Prof. Dr. Stephen Hyslop, pela oportunidade e pelos conhecimentos compartilhados.  
A meus irmãos,Christiano e Paulo 
Aos amigos de laboratório André, Delano, Elionai, Igor, 
Kiara, Lourdes, Mariana, Raquel e Rafael, pelas amizades e elos criados que pretendo 
guardar sempre, pela ajuda em protocolos experimentais ou com seus conhecimentos, e 
por fazer o trabalho divertido todos os dias. 
Aos técnicos de laboratório José Ilton, Adilson e Maiara pela preciosa colaboração. 
Aos amigos que sempre me apoiaram e torceram por mim. 
Ao Programa de Pós- Graduação em Farmacologia da Faculdade de Ciências Médicas 
da Universidade Estadual de Campinas, pelas condições oferecidas para a realização 
deste trabalho. 
Ao CNPq pelo apoio financeiro. 
Aos bioteristas Miguel e Denise, pela dedicação e cuidado com os animais. 
E acima de tudo, agradeço aos ANIMAIS, que deram suas vidas pelo bem da ciência. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xv 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMÁRIO 
xvii 
 
SUMÁRIO 
LISTA DE DROGAS E REAGENTES.......................................................................... xxi 
LISTA DE SIGLAS E ABREVEATURAS..................................................................... xxv 
LISTA DE FIGURAS..................................................................................................... xxix 
LISTA DE TABELAS.................................................................................................... xxxv 
RESUMO....................................................................................................................... xxxix 
ABSTRACT................................................................................................................... xliii 
1 – INTRODUÇÃO........................................................................................................ 47 
1.1. Acidentes ofídicos.............................................................................................. 49 
1.2. Ação hemodinâmica e cardíaca de peçonha botrópica...................................... 50 
1.3. Bothrops jararacussu......................................................................................... 52 
2- OBJETIVOS............................................................................................................. 55 
3- MATERIAIS E MÉTODOS........................................................................................ 59 
      3.1. Animais............................................................................................................ 61 
      3.2. Peçonha.......................................................................................................... 61 
      3.3. Cromatografia por exclusão molecular (gel filtração)...................................... 61 
      3.4. Cromatografia por troca iônica dos picos I e III obtidos por exclusão              
molecular ......................................................................................................... 62 
      3.5. Quantificação protéica..................................................................................... 62 
      3.6. Eletroforese por SDS/PAGE............................................................................ 62 
      3.7. Atividades enzimáticas.................................................................................... 63 
            3.7.1. Atividade proteolítica.............................................................................. 63 
            3.7.2. Atividade esterásica...............................................................................  63 
            3.7.3. Atividade fosfolipásica............................................................................ 63 
      3.8. Monitoramento dos parâmetros cardiovasculares........................................... 64 
      3.9. Administração da peçonha.............................................................................. 64 
      3.10. Histologia....................................................................................................... 65 
3.11. Analise estatística.......................................................................................... 65 
4- RESULTADOS......................................................................................................... 67 
      4.1. Efeito da peçonha de B. jararacussu sobre a pressão arterial e freqüências 
cardíacas e respiratórias em ratos anestesiados........................................... 
 
69 
xviii 
 
      4.2. Ação cardiovascular das frações cromatográficas da peçonha de B. 
jararacussu obtidas por gel filtração................................................................ 71 
      4.3. Ação cardiovascular das frações cromatográficas obtidas por troca iônica     
do pico I da gel filtração da peçonha de B. jararacussu...................................    76 
      4.4. Ação cardiovascular de uma PLA2 da peçonha de B. jararacussu em ratos 
anestesiados.................................................................................................... 80 
      4.5. Eletrocardiograma (ECG)................................................................................. 83 
            4.5.1. Peçonha.................................................................................................. 83 
            4.5.2. Frações cromatográficas de gel filtração................................................ 89 
            4.5.3. Frações cromatográficas da troca iônica do pico I da gel filtração......... 94 
            4.5.4. Pico III – 3 (PLA2).................................................................................... 96 
      4.6. Análise histológica...........................................................................................  98 
            4.6.1. Peçonha B. jararacussu.......................................................................... 98 
            4.6.2. Picos cromatográficos............................................................................. 104 
5 – DISCUSSÃO........................................................................................................... 111 
6 – CONCLUSÃO......................................................................................................... 121 
APÊNDICE.................................................................................................................... 125 
1. Introdução..................................................................................................... 127 
2. Objetivos....................................................................................................... 128 
3. Materiais e métodos........................................................................................... 129 
3.1. Animais................................................................................................... 129 
3.2. Peçonhas................................................................................................ 129 
3.3. Monitoramento dos parâmetros cardiovasculares................................... 129 
3.4. Administração das peçonhas................................................................... 130 
3.5. Histologia................................................................................................ 130 
3.6. Analise estatística.................................................................................... 130 
4. Resultados.................................................................................................... 131 
4.1. Efeitos sobre os parâmetros cardiovasculares das diferentes 
peçonhas................................................................................................ 
 
131 
4.2. Alterações eletrocardigráficas................................................................ 133 
4.3. Alterações histopatológicas..................................................................... 144 
xix 
 
5. Discussão..................................................................................................... 149 
6. Conclusões................................................................................................... 153 
REFERÊNCIAS............................................................................................................. 155 
ANEXO.......................................................................................................................... 171 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xxi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE DROGAS E REAGENTES 
 
xxiii 
 
DROGAS E REAGENTES 
 
REAGENTES PROCEDÊNCIA 
β – mercaptoetanol SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Ácido tricloroacético MERK (Alemanha) 
Acrilamida SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Azul de bromotimol SYNTH (SP, Brasil)  
Azul de comassie SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Biss- acrilamida GE (Reino Unido) 
Caseína SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Cloreto de cálcio JTBAKER (EUA) 
Cloreto de sódio JTBAKER (EUA) 
DTT (dithioltreitol) GE (Reino Unido) 
Formol CHEMCO (Brasil) 
Fosfatidilcolina SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Fosfato de sódio JTBAKER (EUA) 
Heparina LAB. CRIATÁLIA (SP, Brasil) 
Hepes USB (EUA) 
Marcador de massa molecular para 
gel de eletroforese 
GE (Reino Unido) 
Peçonhas CETA (SP, Brasil) 
Perssulfato de amônio  SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Soro fisiológico LAB. CRISTÁLIA (SP, Brasil) 
xxiv 
 
SP-Sepharose GE (Reino Unido) 
Superdex 75 GE (Reino Unido) 
TAME (Nα-p-Tosyl-L-Argenine-
Methyl-ester) 
SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
TEMED SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Tris SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Triton-X 100 SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
Uretana SIGMA CHEMICAL 10 (EUA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xxv 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE SIGLAS E ABREVEATURAS 
xxvii 
 
SIGLAS E ABREVEATURAS 
 
ANOVA - análise de variância 
bpm - batimentos por minuto 
BThTX- bothrpstoxina 
ECG - eletrocardiograma 
EPM - erro padrão da média 
HE - hematoxilina-eosina 
i.p.- intraperitoneal 
i.v. - intravascular 
PAD - pressão arterial diastólica 
PAM - pressão arterial média 
PAS - pressão arterial sistólica 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xxix 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE FIGURAS 
xxxi 
 
FIGURAS 
 
FIGURA 1. Alterações cardiovasculares provocadas por peçonha de B.                  
jararacussu............................................................................................. 70 
FIGURA 2. Perfil de eluição da peçonha de B. jararacussu (100 mg) fracionada 
por gel filtração....................................................................................... 72 
FIGURA 3. SDS – PAGE dos picos cromatográficos obtidos por exclusão 
molecular................................................................................................ 73 
FIGURA 4. Atividade proteolítica (A), esterásica (B) e fosfolipásica (C) dos picos 
cromatográficos obtidos por exclusão molecular................................... 73 
FIGURA 5. Alterações cardiovasculares provocadas por picos cromatográficos 
obtidos por gel filtração.......................................................................... 75 
FIGURA 6. Perfil de eluição do pico I (10 mg) da peçonha de B. jararacussu 
fracionada por troca iônica.....................................................................  76 
FIGURA 7. SDS – PAGE dos picos cromatográficos da troca iônica do pico I ....... 77 
FIGURA 8. Atividade esterásica (A) e proteolítica (B) dos picos cromatográficos 
obtidos por troca iônica do pico I da gel filtração...................................  77 
FIGURA 9. Alterações cardiovasculares provocadas pelos picos PI – 1 e PI – 2.... 79 
FIGURA 10. Perfil de eluição do pico III (10 mg) da peçonha de B. jararacussu 
fracionada por troca iônica..................................................................... 81 
FIGURA 11. SDS – PAGE dos picos cromatográficos da troca iônica do pico III...... 81 
FIGURA 12. Alterações cardiovasculares provocadas pelo pico III – 3 
(bothropstoxina)..................................................................................... 82 
   
xxxii 
 
FIGURA 13. Traçado eletrocardiográfico obtido no primeiro minuto após a 
aplicação da peçonha de B. jararacussu na dose de 0,5 mg/kg (A) e 
0,75 mg/kg (B)........................................................................................ 
 
88 
FIGURA 14. Traçado de ECG obtido durante o primeiro minuto após a aplicação 
do pico cromatográfico PI (A) e PII (B).................................................. 93 
FIGURA 15. Análise histopatológica de tecido ventricular após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu.................................................................... 99 
FIGURA 16. Análise histopatológica de tecido pulmonar após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu.................................................................... 100 
FIGURA 17. Análise histopatológica de tecido hepático após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu.................................................................... 101 
FIGURA 18. Análise histopatológica de tecido renal após tratamento com peçonha 
de B. jararacussu................................................................................... 102 
FIGURA 19. Análise histopatológica de tecido renal após tratamento com peçonha 
de B. jararacussu................................................................................... 103 
FIGURA 20. Análise histopatológica de tecido cardíaco (corte transversal) após 
tratamento com pico cromatográfico de peçonha de B. jararacussu..... 105 
FIGURA 21. Análise histopatológica de tecido cardíaco (corte longitudinal) após 
tratamento com pico cromatográfico de peçonha de B. jararacussu..... 106 
FIGURA 22. Análise histopatológica de pulmonar após tratamento com pico 
cromatográfico de peçonha de B. jararacussu....................................... 107 
FIGURA 23. Análise histopatológica de tecido hepático após tratamento com pico 
cromatográfico de peçonha de B. jararacussu....................................... 108 
FIGURA 24. Análise histopatológica de tecido renal após tratamento com pico 
cromatográfico de peçonha de B. jararacussu....................................... 109 
xxxiii 
 
FIGURA 25. Análise histopatológica de tecido renal após tratamento com pico 
cromatográfico de peçonha de B. jararacussu....................................... 110 
FIGURA 26. Alterações cardiovasculares causadas por peçonhas botrópicas.........  132 
FIGURA 27. Traçado eletrocardiográfico durante 30 segundos após a injeção de 
B. alternatus........................................................................................... 136 
FIGURA 28. Traçado eletrocardiográfico mostrando primeiro minuto após a 
aplicação da peçonha de B. atrox.......................................................... 138 
FIGURA 29. Traçado eletrocardiográfico mostrando 1,5 minuto após a aplicação 
de peçonha de B. jararaca..................................................................... 140 
FIGURA 30. Traçado eletrocardiográfico durante o primeiro minuto após a 
aplicação de peçonha de B. pauloensis................................................. 143 
FIGURA 31. Analise histopatológica de tecido cardíaco (corte transversal) de ratos 
tratados com peçonhas botrópicas........................................................ 145 
FIGURA 32. Analise histopatológica de tecido pulmonar de ratos tratados com 
peçonhas botrópicas.............................................................................. 146 
FIGURA 33. Analise histopatológica de tecido hepático de ratos tratados com 
peçonhas botrópicas.............................................................................. 147 
FIGURA 34. Analise histopatológica de tecido renal de ratos tratados com 
peçonhas botrópicas.............................................................................. 148 
 
 
 
 
 
 
 
xxxv 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LISTA DE TABELAS 
xxxvii 
 
TABELAS 
 
TABELA 1. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
salina (grupo controle)...........................................................................  84 
TABELA 2. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. jararacussu (0,25 mg/kg)...............................................  85 
TABELA 3. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. jararacussu (0,5 mg/kg)................................................. 86 
TABELA 4. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. jararacussu (0,75 mg/kg)............................................... 87 
TABELA 5. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
tampão fosfato 50 mM, pH 7,4.............................................................. 90 
TABELA 6. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
pico PI (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B.  jararacussu............... 91 
TABELA 7. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
pico PII (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. jararacussu........................ 92 
TABELA 8. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
pico PI - 2 (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. jararacussu.................... 95 
TABELA 9. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
pico PI - 2 (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B.  jararacussu................... 97 
TABELA 10. Alterações eletrocardiográficas das diferentes peçonhas 
botrópicas....................................................................................  134 
TABELA 11. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. alternatus (0,75 mg/kg, i.v.) ......................................... 135 
   
xxxviii 
 
TABELA 12. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. atrox (0,75 mg/kg, i.v.) .................................................. 
137 
TABELA 13. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. jararaca (0,75 mg/kg, i.v.) ............................................. 139 
TABELA 14. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. moojeni (0,75 mg/kg, i.v.) ............................................. 141 
TABELA 15. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com 
peçonha de B. pauloensis (0,75 mg/kg, i.v.) ........................................ 142 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xxxix 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESUMO 
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RESUMO 
 
 O envenenamento por serpentes do gênero Bothrops resulta em alterações 
sistêmicas que incluem coagulopatia, hemorragia sistêmica, choque hipovolêmico 
e insuficiência renal aguda. Neste estudo investigamos a ação de da peçonha de 
B. jararacussu e suas frações cromatográficas sobre alguns parâmetros 
cardiovasculares (pressão arterial, freqüências cardíaca e respiratória, e 
eletrocardiograma) em ratos anestesiados com uretana. Ratos Wistar (300-400 g) foram 
canulados na arteria carótida esquerda para monitoramento contínuo da pressão 
arterial sistêmica e na veia femoral para administração das peçonhas e frações 
cromatográficas. A freqüência cardíaca e o ECG foram monitorados por um 
eletrocardiógrafo. No final do experimento, coração, rins, fígado e pulmão foram 
processados para avaliação histológica. Os ratos foram monitorados durante 120 min. 
Para análise histológica, foram coletados amostras de coração, pulmão, rim e 
fígado. A peçonha (0.25, 0.5 and 0.75 mg/kg, i.v.) casou queda acentuada da 
pressão arterial nos até os 5 minutos após administração das peçonhas, tendo 
recuperação para valores de níveis basais nas doses menores, e a dose maior não houve 
recuperação. As doses menores não causaram alterações nas freqüências cardíacas e 
respiratórias, porem a dose maior causou queda irreversivel destes parâmetros. 
Alterações transitórias vistas no ECG foram extra sístole, taquicardia ventricular e 
alteração na amplitude do complexo QRS. Ratos injetados com a menor dose 
sobreviveram durante os 120 minutos monitorados no experimento, já os injetados com a 
maior dose morreram com aproximadamente 15 minutos após a administração da 
peçonha. A gel filtração resultou em 5 picos (PI-PV), sendo que a administração dos 2 
primeiros picos mostraram alterações semelhantes a peçonha bruta. O fracionamento 
do pico I por troca iônica, não resultou em alterações cardiovasculares,pois 
provavelmente eles agem em sinergismo. Similarmente, a Bothropstoxina isolada do pico 
III não causou alterações. Analise histológica mostraram alterações em órgãos, 
principalmente em pulmões. Adicionalmente,foi visualizado mionecrose, edema e 
infiltrado inflamatório no coração, perda da arquitetura tecidual no fígado, e 
microaneurismas capilares, presença de proteína na luz tubular, e infiltrado 
inflamatório nos rins. Os picos I, II e III mostraram alterações similares a peçonha bruta. 
xlii 
 
Estes resultados mostram que as peçonhas botrópicas produzem alterações 
cardiovasculares importantes, alem de alterações morfológicas em diversos órgãos. A 
predominância de hemorragia e presença de atividade hemorrágica nos picos I, II e III 
indicam a presença de diversas proteínas hemorrágicas nesta peçonha.  
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ABSTRACT 
Envenoming by Bothrops snakes results in systemic alterations that include 
coagulopathy, internal hemorrhage, hypovolemic shock and acute renal failure.  In 
this work, we investigated the action of Bothrops jararacussu snake venom and its 
chromatographic fractions on arterial blood pressure, heart and respiratory rates, 
and electrocardiogram in urethane-anesthetized male Wistar rats. The rats were 
cannulated for blood pressure measurements (carotid artery) and the injection of 
venom or fraction (femoral vein). The heart rate and electrocardiogram (ECG) were 
measured with an ECG recorder. At the end of the experiments, samples of heart, 
liver, lung and kidney were processed for histological analysis.  Venom (0.25, 0.5 
and 0.75 mg/kg, i.v.) caused immediate hypotension that lasted for 5 min followed 
by a gradual recovery to pre-venom levels with the two lowest doses, whereas 
there was no recovery with the highest dose.  The two lowest doses did not 
significantly affect the heart rate or respiratory rate, but these parameters were 
depressed with the highest dose. Transient changes in the ECG seen during the 
first 5 min included ventricular extrasystoles, ventricular tachycardia and alterations 
in the QRS complex amplitude. Rats injected with the two lowest doses survived 
for 120 min post-venom, whereas with the highest dose the survival time was 15 
min at the most.  Gel filtration (Sephacryl 75) of venom resulted in five peaks (PI - 
PIV), the first two of which produced cardiovascular alterations similar to those of 
the venom. Fractionation of PI resulted in two major peaks, neither of which 
produced significant cardiovascular alterations, perhaps because they normally act 
in synergy. Similarly, a PLA2 (bothropstoxin) isolated from peak PIII did not alter 
the parameters investigated. Histological analysis revealed hemorrhage in the 
organs examined, particularly the lungs.  In addition, there were focal lesions in 
hepatic and renal tissue, as well as renal epithelial desquamation, glomerular 
microaneurysms, an increase in the capsular space and the presence of protein-
like material in the lumen of proximal and distal tubules.  Peaks PI, PII and PIII 
produced histological alterations similar to those of the venom. These results show 
that B. jararacussu venom causes important cardiovascular changes in 
anesthetized rats, in addition to morphological alterations in a variety of organs. 
xlvi 
 
The predominance of hemorrhage and the presence of hemorrhagic activity in 
peaks PI – PIII indicate the presence of a variety of hemorrhagic proteins in this 
venom. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Acidente botrópico 
No Brasil, os acidentes ofídicos são causados por quatro gêneros 
principais: Bothrops (jararacas) (~90%), Crotalus (cascavéis) (9,2%), Lachesis 
(surucucu) (2,7%) e Micrurus (corais) (0,6%) (1). O gênero Bothrops é 
amplamente distribuído pelo território brasileiro, entretanto, apenas algumas 
espécies são de relevância clínica por serem as principais causas de acidentes 
por este gênero, a saber: B. atrox da região amazônica, B. erythromelas da região 
nordeste, B. moojeni da região centro-oeste, e B. alternatus, B. jararaca, B. 
jararacussu e B. neuwiedi das regiões sul e sudeste (1).  
Os sinais locais do envenenamento botrópico incluem dor, bolhas, edema, 
hemorragia e necrose que podem levar à disfunção permanente do membro 
afetado. Já os sinais sistêmicos incluem hemorragia interna, coagulopatias, 
hipovolemia, choque circulatório e insuficiência renal aguda (IRA) (2,3). Os efeitos 
sistêmicos dependem da severidade do acidente, sendo mais comuns em 
acidentes moderados e graves. Nesses casos, além dos distúrbios de coagulação, 
podem ocorrer hipotensão e choque devido às substâncias vasoativas liberadas 
ou ativadas pela peçonha, e também como conseqüência da hipovolemia. A IRA, 
evidenciada pela oligúria e anúria (entre outras manifestações), geralmente 
aparece horas após o envenenamento, sendo a causa mais freqüente de morte. 
Nos casos graves de envenenamento, e concomitantes às manifestações 
descritas acima, podem ocorrer também vômitos, sudorese e hipotermia, entre 
outros efeitos (2,3). 
Muitos dos efeitos locais e sistêmicos do envenenamento botrópico são 
mediados em grande parte por metaloproteinases (4,5), serinoproteinases e 
fosfolipases (PLA2) ácidas ou básicas (6) e outras enzimas hidrolíticas, as quais 
liberam uma variedade de mediadores endógenos (peptídeos como a bradicinina, 
aminas biogênicas como a histamina e serotonina, e metabólitos do ácido 
araquidônico como as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos) (7). A ação 
das metaloproteinases hemorrágicas sobre os componentes da matriz extracelular 
e os vasos da microcirculação contribui para a hemorragia sistêmica (8,9,10). De 
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modo semelhante, o efeito sobre a coagulação é um importante aspecto das 
respostas sistêmicas uma vez que envolve a ativação do fator X e da protrombina, 
atividade tipo trombina e atividade fibrin(ogen)olítica (11). Essas atividades levam 
ao consumo dos fatores de coagulação e à geração de produtos de degradação 
de fibrinogênio e fibrina, podendo ocasionar incoagulabilidade sangüínea e um 
quadro semelhante ao da coagulação intravascular disseminada (2). Além disso, a 
presença de sangue incoagulável contribui para o extravasamento de sangue 
através das lesões causadas pela ação das hemorraginas. 
 
1.2. Ação hemodinâmica e cardíaca de peçonhas botrópicas 
 Desde 1949, quando Rocha e Silva e colaboradores descobriram que a 
peçonha de B. jararaca libera substâncias vasoativas endógenas e causa 
hipotensão, vários estudos têm relatado a capacidade de outras peçonhas 
botrópicas de produzir efeitos semelhantes (12,13,14,15,16,17,18).  Além disso, o 
papel de alguns componentes destas peçonhas, tais como peptídeos, 
serinoproteinases, metaloproteinases e PLA2 nas alterações cardiovasculares, tem 
sido investigado. 
 Os principais peptídeos envolvidos na ação de peçonhas botrópicas são 
peptídeos potenciadores da bradicinina (BPPs) (19,20,21,22,23,24). Os BPPs 
inibem a enzima cininase II (enzima conversora de angiotensina ou ECA), 
responsável tanto pela formação de angiotensina II (vasoconstritor) a partir de 
angiotensina I, como pela degradação de bradicinina (vasodilatador) (19), 
potenciando, assim, a hipotensão causada pela bradicinina liberada através da 
atividade de enzimas do tipo calicreína da peçonha. Tembém são econtrados em 
peçonhas botrópicas peptídeos natriuréticos atriais do tipo C (CNPs) (25,26), que 
ativam os receptores de peptídeos natriuréticos átriais contendo guanilato ciclase 
particulada como parte integral da sua estrutura. A ativação destes receptores leva 
à formação de GMPc e relaxamento do músculo vascular liso. A co-expressão 
destes dois grupos de peptídeos (25,26) indica a possibilidade de efeitos 
somatórios, porém por mecanismos distintos, na produção da hipotensão. 
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A atividade proteolítica mediada por esterases nas peçonhas botrópicas é 
importante para a liberação de mediadores endógenos como a bradicinina, 
conforme demonstrado inicialmente por Rocha e Silva et al. (27) para a peçonha 
de B. jararaca. A bradicinina é liberada do precursor bradicininogênio através de 
uma atividade cininogenásica (tipo calicreína) (28,7), sendo que várias enzimas 
responsáveis por essa atividade já foram caracterizadas de diversas fontes (29). 
Na maioria dos casos, estas proteínas são serinoproteinases com massa 
molecular de ~30 kDa cuja atividade pode ser inibida por PMSF. No caso de 
peçonhas botrópicas, algumas dessas enzimas foram purificadas e clonadas 
(14,30). A bradicinina liberada por essas enzimas é o principal mediador da 
hipotensão imediata observada após a administração de peçonha botrópica (7). A 
atuação da bradicinina pode ser potencializada pelos BPPs presentes nestas 
peçonhas (vide supra).  
Além da ação proteolítica de serinoproteases, há também a ação de 
metaloproteinases hemorrágicas, as quais através da sua potente ação proteolítica sobre 
proteínas da matriz extracelular da parede vascular, e às vezes também sobre a 
coagulação e a agregação plaquetária, podem causar extensa hemorragia interna 
(4,5,17). A classe P-III de metaloproteinases é a mais abundante em peçonhas 
botrópicas, podendo causar disfunção endotelial quando distribuída sistemicamente por 
induzir a disfunção endotelial sistemicamente e, dependendo da severidade dos efeitos, 
podem causar hemorragias e conseqüências cardiovasculares complexas (17). 
As peçonhas botrópicas são ricas em uma variedade de PLA2 ácidas e básicas 
que contribuem para efeitos locais como edema, inflamação e necrose. A ação no edema 
e na inflamação é mediada principalmente através da liberação do ácido araquidônico que 
serve de substrato para a formação de prostaglandinas e tromboxano A2 (através da ação 
da ciclooxigenase) e leucotrienos (através da ação da lipooxigenase) (31,32,6). Já a 
mionecrose e eventual ação hemodinâmica e cardíaca resultam da perturbação da 
membrana celular, levando a um aumento do Ca2+ intracelular e lesão da célula (33). 
Além disso, as prostaglandinas, como a prostaciclina (PGI2) e a prostaglandina E2 (PGE2), 
podem causar vasodilatação e hipotensão pela formação de AMPc subseqüente à 
estimulação da adenilato ciclase. A formação de prostaglandinas pelo endotélio também 
pode ocorrer em resposta à estimulação por bradicinina pela ativação de PLA2 
intracelular, contribuindo, assim, para a vasodilatação subseqüente. Tais mecanismos 
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poderiam explicar a hipotensão observada com a BthA-1, uma PLA2 ácida da peçonha de 
B. jararacussu estudada por Andrião-Escarso et al. (34). 
A cardiotoxicidade direta das peçonhas botrópicas tem sido pouco estudada. 
Recentemente, Sifuentes et al. (35) e Melo et al. (36) mostraram que a peçonha de B. 
jararacussu é cardiotóxica em coração isolado de rato, produzindo queda na força 
contrátil, contratura da musculature cardíaca (indicador de descontrole dos níveis 
intracelulares de cálcio) (33), e alterações eletrocardiográficas que levam à parada 
cardíaca. Estes efeitos podem ser atenuados por antiveneno botrópico e substâncias 
aniônicas como a heparina.  De modo semelhante, Evangelista et al. (18) relataram que a 
peçonha de B. marajoensis produz queda na força contrátil e diversas alterações elétricas 
no ECG (disfunção na condução atrial e alteração do complexo QRS). Em consonância 
com estes estudos, temos observado no nosso laboratório (dados não publicados) que as 
peçonhas de B. alternatus e B. jararacussu são tóxicas em átrio direito isolado de rato, 
causando queda na força contrátil e extensa lesão do tecido cardíaco.   
 
1.3. Bothrops jararacussu 
Bothrops jararacussu, popularmente conhecida como jararacuçu, urutu 
dourada ou surucucu tapete, é uma serpente com ampla distribuição no sudeste 
do Brasil, mas ocorre também em regiões da Argentina e Paraguai (37,38). O 
envenenamento por esta espécie resulta em dano local extensivo caracterizado 
por edema, hemorragia e necrose, e efeitos sistêmicos como sangue incoagulável, 
hemorragia sistêmica que leva ao choque hipovolêmico e insuficiência renal 
aguda; a morte decorre de falência cardiorespiratória (39,40,41,42,3). Estudos 
experimentais in vivo e in vitro têm confirmado este quadro clínico e mostram que 
a peçonha de B. jararacussu é hemorrágica (43), mionecrótica (44,45,46,47,48), 
cardiotóxica (35,36), neurotóxica (49,50,51,52) e nefrotóxica (53,54). 
Alguns dos componentes desta peçonha que contribuem para as 
manifestações clínicas já foram caracterizados, tais como enzimas coagulantes 
(55,56,57,58,59,60,61), metaloproteinases (62,63) e fosfolipases A2 (PLA2), 
incluindo duas PLA2 miotóxicas, bothropstoxinas (BthTX) I e II, 
(64,65,34,66,67,68). Comparado aos efeitos locais como a mionecrose, as ações 
cardiovasculares da peçonha de B. jararacussu têm sido menos estudadas, 
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embora algumas enzimas (55,34) e peptídeos (20,21,22,24) envolvidos na 
hipotensão já tenham sido identificados. 
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2. OBJETIVOS 
Os objetivos deste trabalho foram: 
1. Investigar as alterações cardiovasculares causada pela peçonha de B. 
jararacussu 
2. Investigar as alterações cardiovasculares causadas por frações 
cromatográficas da peçonha de B. jararacussu, inclusive a BthTx-1 
3. Avaliar as alterações histológicas produzidas em coração, pulmão, fígado e 
rins pela peçonha de B. jararacussu e suas frações. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Animais 
Ratos machos Wistar (300-400 g) obtidos do Centro Multidisciplinar para 
Investigação Biológica (CEMIB/UNICAMP) foram mantidos (5 ratos/gaiola) no 
biotério do Departamento de Farmacologia a 22oC com acesso livre a água e 
ração. Os experimentos foram aprovados pelo Comitê Ética em Experimentação 
Animal (CEEA/UNICAMP, protocolo no. 1739/1) e foram realizados seguindo-se 
as recomendações da Sociedade Brasileira de Ciências em Animais de 
Laboratório – SBCAL (antigo COBEA - Colégio Brasileiro para Experimentação 
Animal). 
 
3.2. Peçonha 
A peçonha de B. jararacussu, obtida do Centro de Extração de Toxinas 
Animal (CETA, Morungaba), foi extraída por estimulação elétrica de serpentes 
adultas de ambos os sexos, liofilizada e armazenada em -20oC até o momento do 
uso. As soluções eram preparadas diariamente, diluídas em salina 0,9% ou 
tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4, imediatamente antes do uso. 
 
3.3. Cromatografia por exclusão molecular (gel filtração) 
 A peçonha de B. jararacussu (100 mg), diluída em tampão fosfato de sódio 
50 mM, pH 7,4, foi centrifugada (10.000 g, 10 min, 4°C) e o sobrenadante aplicado 
a uma coluna de Superdex 75 (16 x 60 cm) equilibrada e eluída com tampão 
fosfato de sódio 50 mM, pH 7,4, com fluxo de 1 ml/min. O perfil de eluição foi 
monitorado em 280 nm e frações de 1 ml foram coletadas usando um sistema 
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cromatográfico ÄKTApurifier10.  Os picos obtidos nesta etapa foram testados 
quanto à sua ação cardiovascular em ratos.  
  
3.4. Cromatografia por troca iônica dos picos I e III obtidos por exclusão 
molecular 
 Os picos I (10 mg) e pico III (10 mg) foram aplicados à uma coluna HiTrap® 
SP-Sepharose (5 ml) previamente equilibrada com tampão fosfato de sódio 50 
mM, pH 7,0 (fluxo de 0,5 ml/min) e as proteínas foram eluidas em gradiente linear 
(0-1 M) de NaCl. O perfil de eluição foi monitorado a 280 nm e frações de 1 
ml/tubo foram coletadas usando um sistema cromatográfico ÄKTApurifier10. Os 
picos resultantes foram testados quanto à sua ação cardiovascular em ratos. 
 
3.5. Quantificação de proteínas 
O conteúdo protéico dos picos cromatográficos e a quantidade de proteína 
usada nos ensaios descritos abaixo foram determinados baseados na absorbância 
a 280 nm, onde A280nm de 1,0 corresponde a uma concentração de 1,0 mg/ml. 
 
3.6. Eletroforese por SDS/PAGE 
 Os picos cromatográficos obtidos nas etapas acima foram analisados por 
eletroforese em géis de poliacrilamida de 15% contendo dodecil sulfato de sódio 
(SDS-PAGE) seguido por coloração com azul de Coomassie. Foram incluídas nas 
corridas proteínas marcadoras de massa molecular. 
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3.7. Atividades enzimáticas 
3.7.1. Atividade proteolítica 
Alíquotas de 100 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram adicionadas a 
1,9 ml de caseína bovina 1% em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8. A mistura foi 
incubada a 37°C por 20 min, seguido pela adição de 2 ml de ácido tricloroacético 
5% e incubação em gelo por 30 min. Em seguido, as amostras foram 
centrifugadas (2.500 g, 15 min) e a absorbância do sobrenadante a 280 nm foi 
determinada (69). Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de 
absorbância de 0,001 por min. 
 
3.7.2. Atividade esterásica 
Alíquotas de 30 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram incubadas com 
substrato TAME (0,5 mM) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 7,8 à temperatura 
ambiente por 10 min e o aumento de absorbância foi monitorado a 253 nm (70). 
Uma unidade de atividade corresponde a um aumento de absorbância de 0,001 
por min. 
 
3.7.3. Atividade fosfolipásica 
Alíquotas de 20 µl de peçonha ou pico cromatográfico foram adicionadas a uma 
mistura contendo fosfatidilcolina (7,2 mg/ml) e tampão de reação (5 mM Triton-X, 2 
mM Hepes, 10 mM CaCl2 e 12,4% azul de bromotimol em pH 8,0 a 37 °C. Foi realizado 
incubação de 10 minutos a 37 °C e leitura em comprimento de onda a 620 nm. Uma 
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unidade de atividade corresponde a diferença de 0,001 na absorbância por minuto 
(71). 
 
3.8. Monitoramento dos parâmetros cardiovasculares 
Os ratos foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg, i.p.), e em seguida foi 
canulada a veia femoral para administração de peçonha e frações. A artéria 
carótida foi canulada para monitorar a pressão arterial e freqüência cardíaca 
através de um registrador Dixtal® (Dixtal Instrumentos, São Paulo, SP, Brasil). 
Todas as cânulas utilizadas eram de polietileno e heparinizadas (1% heparina). A 
traquéia foi canulada para facilitar a respiração espontânea. A freqüência 
respiratória foi determinada por contagem manual. O registro de todos os 
parâmetros foi contínuo, porém para confecção dos gráficos foram usados valores 
correspondendo aos intervalos de 0, 0,5, 1, 1,5, 3, 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min 
após a injeção de peçonha. 
Os ratos também foram conectados a eletrodos (agulhas hipodérmicas) 
para a obtenção do eletrocardiograma. Os registros foram realizados na derivação 
II numa velocidade de 50 mm/s, através de um eletrocardiógrafo (TEB–C10, 
Jundiaí, SP, Brasil). 
 
3.9. Administração da peçonha 
A peçonha foi diluída em salina 0,9% e administrada na veia femoral 
(volume fixo de 100 µl) e a cânula lavada posteriormente com 100 µl de salina 
0,9%. Foram testadas doses de 0,25, 0,5 e 0,75 mg/kg. O grupo controle recebeu 
100 µl de salina sem peçonha, com posterior lavagem da cânula com mais 100 µl 
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de salina (n=6).  As frações cromatográficas da peçonha de B. jararacussu foram 
testadas na dose de 0,5 mg de proteína/kg (100 µl), diluída em tampão fosfato. 
Após administração, a cânula foi lavada com 100 µl de salina 0,9%. 
 
3.10. Histologia 
 Ao término dos experimentos, amostras de rim, coração, pulmão e fígado 
foram obtidas para análise histológica. Estes órgãos foram escolhidos por serem 
os principais relacionados ao sistema cardiovascular. Os tecidos foram fixados em 
formol tamponado 10% durante 18 h, processados e incluídos em parafina. 
Secções de 5 µm de espessura foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e 
examinadas em microscópio Leica DM500B. As imagens foram captadas usando 
uma câmara Leica DFC 300FX CCD, e processadas e analisadas com o software 
de imagem Leica Q Win Plus v.3.2.0.  
 
3.11. Análise estatística 
 Os resultados foram expressos como a média + EPM do número de 
experimentos realizados. As comparações estatísticas foram feitas usando-se a 
análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. Um valor de p<0,05 indicou significância. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Efeito da peçonha de B. jararacussu sobre a pressão arterial e freqüências 
cardíaca e respiratória em ratos anestesiados 
A Figura 1 mostra o efeito da peçonha de B. jararacussu (0,25, 0,5 e 0,75 mg/kg, 
i.v.) sobre os parâmetros cardiovasculares monitorados.  As três doses causaram 
hipotensão, com queda abrupta da pressão arterial dentro de 0,5 min após a injeção da 
peçonha (Fig. 1A-C). A fase de hipotensão aguda perdurou durante 5 min, seguido, nas 
duas doses menores, por uma recuperação aos níveis pressóricos basais; no caso da 
maior dose, não houve recuperação e os ratos morreram aproximadamente 15 min após a 
administração da peçonha. Apenas a dose mais alta (0,75 mg/kg) alterou 
significativamente (diminuição acentuada) a freqüência cardíaca (Fig. 1D) e a freqüência 
respiratória (Fig. 1E)  dos animais.  Todos os ratos injetados com as duas doses menores 
de peçonha sobreviveram até 120 min após a administração da peçonha. 
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Figura 1. Alterações cardiovasculares provocadas por peçonha de B. jararacussu 
(0,25, 0,5 e 0,75 mg/kg, i.v.) em ratos anestesiados. Os ratos injetados com as 
doses 0,25 e 0,5 mg/kg sobreviveram os 120 minutos monitorados,  já os injetados 
com a dose de 0,75 mg/kg morreram em torno de 15 minutos após a 
administração da peçonha.  A – Pressão arterial sistólica, B – Pressão arterial 
diastólica, C – Pressão arterial média, D – Frequência cardíaca, E – Frequência 
respiratória. Os pontos representam a media ± EPM (n=6).  *,#p<0,05 comparado 
ao controle e valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de 
Tukey-Kramer). 
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4.2. Ação cardiovascular das frações cromatográficas da peçonha de B. 
jararacussu obtidas por gel filtração 
O fracionamento da peçonha de B. jararacussu por gel filtração (exclusão 
molecular) resultou em cinco picos principais (PI-PV) (Fig. 2). A eletroforese em 
gel de poliacrilamida contendo SDS mostrou que as proteínas de maior massa 
molecular encontraram-se nos primeiros três picos (pico I – de ~35 KDa a >100 
KDa, pico II – de ~20 KDa a 97 KDa, e pico III - ~14 KDa a ~50 KDa) e as de 
menor massa molecular, nos últimos dois picos (PIV e PV - <45 KDa) (Fig. 3); 
nesta eletroforese não foi avaliada  a presença de peptídeos de massa molecular 
<5 kDa presentes no pico V (o último do perfil cromatográfico).  A atividade 
proteolítica foi maior no pico I, a esterásica foi maior nos picos I e II e a 
fosfolipásica foi maior no pico III (Fig. 4).  
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Figura 2. Perfil de eluição da peçonha de B. jararacussu (100 mg) fracionada por 
gel filtração em coluna de Superdex 75, com tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 
7,4. PI–PV: picos cromatográficos.   
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Figura 3. SDS-PAGE dos picos cromatográficos obtidos por exclusão molecular. 
MM - massa molecular, P - peçonha e PI a PV – picos cromatográficos. 
 
 
 
 
Figura 4. Atividade proteolítica (A), esterásica (B) e fosfolipásica (C) dos picos 
cromatográficos obtidos por exclusão molecular. P - peçonha e PI a PV – picos 
cromatográficos. As colunas representam a média ±EPM de 4 determinações. 
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 Os picos foram administrados i.v. na dose de 0,5 mg de proteína/kg. Dentre 
os picos, apenas os três primeiros picos causaram alterações marcantes nos 
parâmetros monitorados, sendo que apenas os picos I e II causaram hipotensão 
significante na dose testada. O pico I reproduziu de forma quase idêntica as 
alterações vistas com a peçonha total na dose de 0,75 mg/kg, a qual causou 
queda irreversível dos parâmetros analisados e morte dos animais. Já o pico II 
causou queda nos parâmetros avaliados com posterior recuperação dos valores; 
não houve morte de animais após injeção deste pico (Fig. 5). 
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Figura 5. Alterações cardiovasculares provocadas por frações cromatográficas 
(0,5 mg de proteína/kg, i.v.) da peçonha de B. jararacussu em ratos anestesiados. 
Os ratos os quais foram injetados os picos II, III, IV e V sobreviveram os 120 
minutos em quais foram monitorados, já os ratos injetados com o pico I morreram 
em torno de 120 minuto.  A – Pressão arterial sistólica, B – Pressão arterial 
diastólica, C – Pressão arterial média, D – Frequência cardíaca, E – Frequência 
respiratória. Os pontos representam a media ± EPM (n=6).  *,#p<0,05 comparado 
ao controle e valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de 
Tukey-Kramer).  
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4.3. Ação cardiovascular das frações cromatográficas obtidas por troca iônica do 
pico I da gel filtração da peçonha de B. jararacussu 
O fracionamento do pico I da gel filtração por troca iônica resultou em dois 
picos principais (PI-1 e PI-2) (Fig. 6). A eletroforese por SDS-PAGE mostrou as 
principais bandas protéicas tinham massa molecular de ~55-70 kDa, ~85 kDa e 
>100 kDa no pico PI-1 e de ~66 kDa e ~97 kDa no pico PI-2 (Fig. 7). Dentre os 
dois picos, a maior atividade esterásica foi vista no pico PI-1 e a maior atividade 
proteolítica no pico PI-2 (Fig. 8). 
 
 
0 10 20 30 40 50
0
500
1000
1500
2000
2500
0
25
50
75
100
PI-1
PI-2
Frações
A
b
so
rb
â
n
ci
a
 2
8
0
 n
m
 (
m
A
u
)
N
a
C
l 1
 M
 (%
)
 
Figura 6. Perfil de eluição do pico I (10 mg) da peçonha de B. jararacussu fracionada por 
troca iônica em coluna HiTrap® SP-Sepharose, com tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 
7,4. A linha tracejada corresponde ao gradiente de NaCl usado para eluir as proteínas. PI-
1 e PI-2: picos cromatográficos. 
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Figura 7. SDS-PAGE dos picos cromatográficos da troca iônica (PI-1 e PI-2) do 
pico I. M.M. – proteínas marcadoras de massa molecular. 
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Figura 8. Atividades esterásica (A) e proteolítica (B) dos picos obtidos por 
cromatografia de troca iônica do pico I (gel filtração). P – peçonha, PI, PI-1 e PI-2 
– picos cromatográficos.  As colunas representam média ± EPM de 4 
determinações. 
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A administração de cada um dos picos (separadamente) por via i.v. na dose 
de 0,5 mg de proteína/kg resultou em queda na pressão arterial de ~25 mmHg que 
era gradativa (ao longo de 5 min) no caso do pico PI-1 e imediata (dentro de 0,5 
min) no caso do pico PI-2 (Fig. 9). Embora não significantes quando comparadas 
aos valores basais, estas reduções sugerem que estes picos tenham uma 
atividade hipotensora discreta que eventualmente, se administradas juntas (não 
testada aqui) possa resultar em hipotensão semelhante ao pico I antes desta 
etapa cromatográfica.  Depois de 5 min após injeção, houve retorno da pressão 
aos níveis basais que foi mais marcante com o pico PI-1, com leve hipertensão 
(não significante) quando comparado aos valores basais e os ratos controle. Não 
houve alteração significante na freqüência cardíaca e freqüência respiratória com 
PI-1 e PI-2 na dose testada. Também não houve morte de nenhum dos ratos 
injetados com estes dois picos. 
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Figura 9. Alterações cardiovasculares provocadas pelos picos PI-1 e PI-2 (0,5 mg 
de proteína/kg, i.v.) obtidos por troca iônica do pico I (gel filtração) da peçonha de 
B. jararacussu em ratos anestesiados.  A – Pressão arterial sistólica, B – Pressão 
arterial diastólica, C – Pressão arterial média, D – Frequência cardíaca, E – 
Frequência respiratória. Os pontos representam a media ± EPM (n=6).  *,#p<0,05 
comparado ao controle e valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey-Kramer). 
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4.4. Ação cardiovascular de uma PLA2 da peçonha de B. jararacussu em ratos 
anestesiados 
A peçonha de B. jararacussu contém várias PLA2, sendo que as principais são as 
bothropstoxinas, PLA2 miotóxicas básicas. Para avaliar a ação cardiovascular destas 
miotoxinas, fracionamos o pico III de gel filtração (que possui a maior atividade 
fosfolipásica dos picos de gel filtração) por cromatografia de troca iônica, resultando em 
três picos principais (PIII-1 a PIII-3) (Fig. 10). A eletroforese em SDS-PAGE revelou que o 
pico PIII-3 continha uma proteína de ~28 kDa que, na presença de ditiotreitol ou β-
mercaptoetanol foi reduzido para ~14 kDa, mostrando-se ser um homodímero. Estes 
achados (massa molecular e natureza homodimérica), bem como a observação de que a 
proteína foi eluída na segunda metade do gradiente de sal (coerente com a natureza 
básica de miotoxinas botrópicas separadas em resina SP-Sepahrose) sugeriu fortemente 
que a proteína do PIII-3 seja uma bothropstoxina. O pico PIII-2 continha uma proteína de 
~14 kDa (corada fracamente) que provavelmente corresponde à forma monomérica do 
PIII-3.   
Quando administrado i.v. em ratos nas doses de 0,5 e 1,5 mg de proteína/kg, o 
pico PIII-3 não causou alterações significantes nos parâmetros cardiovasculares e não 
reproduziu a pequena queda na pressão arterial vista com PIII (Fig. 12). 
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Figura 10. Perfil de eluição do pico III (10 mg) da peçonha de B. jararacussu fracionada 
por troca iônica em coluna HiTrap® SP-Sepharose, com tampão fosfato de sódio 50 mM, 
pH 7,0. A linha tracejada corresponde ao gradiente de NaCl usado para eluir as proteínas.  
PIII-1 a PIII-3: picos cromatográficos.  
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Figura 11. SDS-PAGE dos picos cromatográficos da troca iônica do pico III. B-M: 
β-mercaptoetanol. DDT: ditiotreitol, M.M.: proteína marcadora de massa molecular, 
PI-1 e PI-2: picos cromatográficos.  
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Figura 12. Alterações cardiovasculares provocadas pelo pico PIII-3 (0,5 e 1,5 
mg/kg, i.v.) em ratos anestesiados. A – Pressão arterial sistólica, B – Pressão 
arterial diastólica, C – Pressão arterial média, D – Freqüência cardíaca, E – 
Freqüência respiratória. Os pontos representam a media ± EPM (n=6).  *,#p<0,05 
comparado ao controle e valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey-Kramer).  
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4.5. Eletrocardiograma (ECG) 
4.5.1. Peçonha 
A Tabela 1 mostra os parâmetros do ECG para ratos do grupo controle 
(injetados apenas com saline).  Os valores foram calculados diretamente pelo 
próprio aparelho de ECG. Não houve alteração significante em nenhum dos 
parâmetros durante o experimento (120 min). 
As Tabelas 2 a 4 mostram os efeitos da peçonha de B. jararacussu sobre o 
ECG; só foram observadas alterações com as duas maiores doses (0,5 e 0,75 
mg/kg) (Fig. 13). A dose de 0,5 mg/kg causou bradicardia, extra-sístoles e 
taquicardia ventricular no primeiro minuto após a administração da peçonha i.v., 
sem porém alterar de forma significante os parâmetros do ECG (Tabela 3). A dose 
de 0,75 mg/kg produziu efeitos semelhantes à dose menor, mas também 
aumentou a amplitude do complexo QRS em 3 e 5 minutos (Tabela 4).  
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Tabela 1. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com salina (grupo controle). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
 (s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR  
 (s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
 Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,027±0,002 0,06±0,01 0,043±0,003 0,047±0,006 0,34±0,05 0,082±0,007 0,27±0,02 0,07±0,02 
0,5 0,027±0,002 0,06±0,01 0,043±0,003 0,049±0,007 0,34±0,04 0,086±0,006 0,28±0,02 0,07±0,02 
1,0 0,028±0,002 0,07±0,01 0,044±0,003 0,047±0,006 0,34±0,04 0,082±0,006 0,26±0,02 0,07±0,02 
1,5 0,027±0,002 0,06±0,01 0,042±0,003 0,047±0,006 0,33±0,04 0,083±0,005 0,27±0,02 0,07±0,02 
3,0 0,028±0,002 0,07±0,01 0,041±0,003 0,047±0,007 0,34±0,05 0,083±0,005 0,27±0,02 0,07±0,02 
5,0 0,029±0,002 0,06±0,01 0,047±0,002 0,043±0,007 0,34±0,05 0,082±0,007 0,26±0,02 0,06±0,02 
15 0,028±0,002 0,06±0,01 0,045±0,002 0,046±0,006 0,34±0,04 0,087±0,008 0,27±0,02 0,07±0,02 
30 0,029±0,002 0,07±0,01 0,046±0,003 0,044±0,006 0,32±0,04 0,086±0,007 0,27±0,02 0,07±0,02 
45 0,029±0,002 0,06±0,01 0,045±0,003 0,045±0,007 0,30±0,04 0,090±0,008 0,27±0,02 0,07±0,02 
60 0,033±0,001 0,06±0,01 0,052±0,002 0,043±0,006 0,34±0,05 0,087±0,007 0,27±0,02 0,08±0,03 
90 0,030±0,002 0,06±0,01 0,048±0,003 0,043±0,005 0,33±0,05 0,088±0,007 0,27±0,02 0,08±0,03 
120 0,029±0,002 0,06±0,01 0,048±0,002 0,048±0,005 0,36±0,06 0,090±0,005 0,28±0,02 0,08±0,03 
Os valores são a média ± EPM (n=6). 
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Tabela 2. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. jararacussu (0,25 mg/kg). 
            
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR 
 (s) 
Complexo QRS 
 (s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT 
(s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,036±0,005 0,06±0,01 0,049±0,004 0,060±0,005 0,44±0,08 0,082±0,006 0,29±0,02 0,07±0,02 
0,5 0,028±0,002 0,05±0,01 0,041±0,003 0,063±0,006 0,42±0,07 0,103±0,015 0,33±0,05 0,05±0,01 
1,0 0,025±0,002 0,05±0,01 0,043±0,003 0,067±0,006 0,42±0,08 0,086±0,005 0,27±0,03 0,05±0,01 
1,5 0,029±0,004 0,05±0,01 0,042±0,003 0,057±0,009 0,40±0,06 0,092±0,012 0,31±0,03 0,04±0,01 
3,0 0,026±0,001 0,05±0,01 0,038±0,001 0,065±0,009 0,39±0,06 0,091±0,009 0,31±0,03 0,04±0,01 
5,0 0,029±0,001 0,05±0,01 0,046±0,001 0,069±0,007 0,37±0,07 0,094±0,011 0,33±0,03 0,04±0,01 
15 0,031±0,004 0,05±0,00 0,044±0,003 0,057±0,006 0,38±0,07 0,082±0,005 0,30±0,02 0,04±0,00 
30 0,030±0,004 0,06±0,01 0,049±0,003 0,062±0,005 0,40±0,07 0,092±0,007 0,33±0,03 0,06±0,01 
45 0,026±0,002 0,06±0,01 0,046±0,003 0,061±0,006 0,36±0,06 0,085±0,006 0,30±0,02 0,05±0,01 
60 0,031±0,002 0,06±0,00 0,046±0,003 0,067±0,006 0,42±0,08 0,088±0,005 0,31±0,02 0,06±0,01 
90 0,030±0,002 0,08±0,02 0,046±0,002 0,069±0,007 0,53±0,10 0,090±0,005 0,33±0,02 0,05±0,02 
120 0,033±0,002 0,08±0,02 0,053±0,003 0,067±0,003 0,48±0,08 0,085±0,005 0,30±0,01 0,06±0,02 
Os valores são a média ± EPM (n=6). 
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Tabela 3. Parâmetros Eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados compeçonha de B. jararacussu (0,5 mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,023±0,002 0,05±0,01 0,041±0,004 0,063±0,003 0,27±0,02 0,092±0,006 0,33±0,02 0,04±0,01 
0,5 0,025±0,002 0,04±0,01 0,042±0,005 0,064±0,006 0,30±0,02 0,097±0,005 0,36±0,03 0,05±0,02 
1,0 0,027±0,004 0,04±0,01 0,039±0,006 0,068±0,004 0,31±0,03 0,098±0,005 0,34±0,02 0,05±0,01 
1,5 0,025±0,004 0,05±0,00 0,036±0,005 0,061±0,003 0,31±0,05 0,096±0,003 0,34±0,00 0,05±0,01 
3,0 0,025±0,002 0,04±0,00 0,040±0,004 0,064±0,003 0,29±0,05 0,096±0,007 0,34±0,02 0,05±0,01 
5,0 0,027±0,002 0,03±0,00 0,040±0,002 0,065±0,005 0,29±0,03 0,095±0,007 0,34±0,01 0,04±0,01 
15 0,025±0,002 0,04±0,00 0,037±0,002 0,061±0,005 0,30±0,03 0,096±0,005 0,35±0,02 0,05±0,01 
30 0,023±0,004 0,04±0,00 0,038±0,006 0,069±0,004 0,30±0,03 0,103±0,004 0,37±0,01 0,05±0,01 
45 0,025±0,002 0,04±0,00 0,044±0,005 0,071±0,003 0,32±0,03 0,101±0,006 0,36±0,02 0,06±0,02 
60 0,028±0,002 0,04±0,00 0,043±0,003 0,066±0,003 0,31±0,04 0,099±0,004 0,35±0,01 0,05±0,02 
90 0,027±0,002 0,05±0,00 0,045±0,003 0,072±0,006 0,30±0,05 0,095±0,006 0,33±0,02 0,06±0,02 
120 0,027±0,002 0,04±0,00 0,049±0,009 0,073±0,002 0,31±0,03 0,109±0,008 0,38±0,03 0,06±0,02 
Os valores são a média ± EPM (n=6). 
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Tabela 4. Parâmetros Eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com B. jararacussu na dose 0,75 mg/kg. 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 (n=6) 0,032±0,003 0,04±0,01 0,045±0,005 0,058±0,006 0,30±0,04 0,092±0,008 0,324±0,026 0,04±0,01 
0,5 (n=6) 0,037±0,005 0,06±0,02 0,048±0,005 0,058±0,009 0,54±0,11 0,087±0,010 0,294±0,032 0,07±0,04 
1,0 (n=6) 0,028±0,003 0,07±0,01 0,043±0,002 0,079±0,010 0,57±0,13 0,115±0,019 0,336±0,039 0,07±0,04 
1,5 (n=6) 0,037±0,007 0,06±0,01 0,057±0,006 0,072±0,010 0,48±0,66 0,106±0,014 0,344±0,035 0,10±0,04 
3,0 (n=5) 0,029±0,003 0,06±0,01 0,053±0,007 0,075±0,014 0,79±0,25
*# 0,112±0,018 0,318±0,019 0,07±0,03 
5,0 (n=3) 0,032±0,005 0,08±0,01 0,070±0,018 0,073±0,014 0,82±0,19
*#
 0,113±0,022 0,312±0,021 0,07±0,02 
Os valores são a média ± EPM (n=3-6).*,# p<0,05 comparado ao grupo controle e valores basais respectivamente (ANOVA 
seguido do teste de Tukey Kramer). 
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Figura 13. Traçado de ECG obtido durante o primeiro minuto após a aplicação da 
peçonha de B. jararacussu na dose de 0,5 mg/kg (A) e 0,75 mg/kg (B). A cabeça 
de seta indica o momento da aplicação da peçonha, a seta A indica extra sístole 
seguida de arritmia, e a seta B indica taquicardia ventricular fusiforme. Houve 
aumento significante no complexo QRS (p<0,05 em relação ao controle) nos 
tempos 3 e 5 minutos com a dose maior. 
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4.5.2. Frações cromatográficas da gel filtração 
 A administração do tampão fosfato 50 mM, pH 7,4 (veículo para injeção dos picos 
cromatográficos) não alterou os parâmetros do ECG durante o experimento (Tabela 5). 
Dos cinco picos cromatográficos obtidos da gel filtração, apenas PI e PII causaram 
alterações eletrocardiográficas. O PI causou bradicardia, extra-sístoles e taquicardia 
ventricular fusiforme 30 segundos após administração i.v., além de aumento no intervalo 
PR em 1, 3 e 5 minutos, e aumento da duração do complexo QRS e do intervalo QT em 5 
minutos (Fig. 14, Tabela 6). A administração do PII causou bradicardia e extra-sístoles 
transitórios logo após sua administração e aumento na amplitude do complexo QRS (Fig. 
14), sem porém causar alterações no parâmetros gerais do ECG (Tabela 7). Os picos 
cromatográficos PIII, PIV e PV não causaram alterações significantes (dados não 
mostrados). 
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Tabela 5. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com tampão fosfato 50 mM, pH 7,4. 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,029±0,003 0,05±0,01 0,042±0,003 0,076±0,005 0,31±0,03 0,104±0,006 0,38±0,01 0,03±0,01 
0,5 0,028±0,001 0,05±0,01 0,044±0,002 0,071±0,005 0,32±0,02 0,098±0,005 0,36±0,01 0,03±0,00 
1,0 0,031±0,003 0,05±0,01 0,038±0,004 0,075±0,004 0,32±0,02 0,103±0,006 0,37±0,01 0,03±0,00 
1,5 0,032±0,003 0,04±0,01 0,046±0,003 0,072±0,005 0,30±0,03 0,096±0,005 0,35±0,01 0,03±0,00 
3,0 0,025±0,002 0,05±0,01 0,037±0,002 0,072±0,007 0,32±0,02 0,100±0,008 0,36±0,02 0,02±0,00 
5,0 0,030±0,003 0,05±0,01 0,045±0,002 0,068±0,004 0,33±0,02 0,101±0,010 0,36±0,02 0,02±0,00 
15 0,029±0,002 0,05±0,01 0,041±0,002 0,074±0,003 0,33±0,03 0,102±0,005 0,37±0,01 0,02±0,00 
30 0,029±0,003 0,06±0,01 0,046±0,003 0,068±0,003 0,34±0,03 0,099±0,004 0,36±0,01 0,03±0,00 
45 0,031±0,002 0,05±0,01 0,048±0,003 0,071±0,003 0,29±0,02 0,097±0,005 0,35±0,01 0,03±0,00 
60 0,029±0,002 0,05±0,01 0,045±0,002 0,072±0,003 0,32±0,04 0,102±0,005 0,36±0,01 0,03±0,00 
90 0,027±0,003 0,05±0,01 0,044±0,005 0,076±0,004 0,34±0,04 0,106±0,005 0,37±0,01 0,02±0,00 
120 0,026±0,004 0,05±0,01 0,046±0,004 0,076±0,004 0,35±0,05 0,102±0,004 0,36±0,01 0,02±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6). 
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Tabela 6. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com pico PI (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. 
jararacussu. 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 (n=6) 0,027±0,002 0,04±0,01 0,043±0,003 0,072±0,005 0,34±0,04 0,099±0,004 0,35±0,01 0,02±0,00 
0,5 (n=6) 0,034±0,004 0,05±0,00 0,052±0,002 0,078±0,007 0,47±0,07 0,120±0,012 0,36±0,01 0,02±0,00 
1,0 (n=6) 0,035±0,004 0,05±0,00 0,060±0,004
*#
 0,083±0,004 0,45±0,05 0,121±0,008 0,36±0,03 0,03±0,00 
1,5 (n=6) 0,038±0,006 0,06±0,00 0,059±0,007 0,081±0,007 0,37±0,02 0,143±0,037 0,37±0,03 0,03±0,01 
3,0 (n=4) 0,034±0,004 0,05±0,01 0,063±0,007
*#
 0,093±0,011 0,44±0,04 0,138±0,008 0,34±0,01 0,04±0,01 
5,0 (n=2) 0,027±0,004 0,04±0,00 0,077±0,004
*#
 0,110±0,019
*#
 0,41±0,02 0,205±0,043
*#
 0,40±0,06 0,05±0,03 
Os valores são a média ± EPM (n=6).*,# p<0,05 comparado ao controle (tampão fosfato) e aos valores basais, respectivamente 
(ANOVA seguida pelo teste de Tukey/Kramer). 
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Tabela 7. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com pico PII (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. 
jararacussu. 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,027±0,004 0,04±0,00 0,040±0,005 0,060±0,005 0,38±0,02 0,087±0,003 0,34±0,01 0,02±0,00 
0,5 0,033±0,003 0,05±0,01 0,047±0,004 0,071±0,008 0,69±0,15
*
 0,117±0,015 0,37±0,03 0,02±0,00 
1,0 0,034±0,003 0,05±0,01 0,057±0,002 0,077±0,007 0,51±0,05 0,105±0,006 0,37±0,03 0,02±0,00 
1,5 0,030±0,003 0,05±0,01 0,045±0,001 0,070±0,006 0,55±0,14 0,121±0,007 0,39±0,01 0,03±0,01 
3,0 0,027±0,003 0,03±0,01 0,042±0,004 0,070±0,011 0,42±0,05 0,103±0,007 0,35±0,03 0,03±0,01 
5,0 0,028±0,003 0,04±0,01 0,053±0,001 0,074±0,007 0,48±0,07 0,105±0,013 0,37±0,01 0,02±0,01 
15 0,028±0,002 0,03±0,01 0,044±0,003 0,071±0,007 0,49±0,09 0,098±0,007 0,37±0,02 0,02±0,00 
30 0,029±0,003 0,04±0,00 0,042±0,003 0,071±0,009 0,46±0,06 0,105±0,005 0,39±0,02 0,03±0,00 
45 0,029±0,002 0,04±0,00 0,047±0,003 0,077±0,006 0,36±0,03 0,101±0,007 0,38±0,01 0,02±0,00 
60 0,029±0,003 0,05±0,00 0,049±0,003 0,071±0,007 0,40±0,02 0,103±0,004 0,39±0,01 0,03±0,00 
90 0,027±0,003 0,05±0,00 0,047±0,002 0,069±0,008 0,36±0,02 0,106±0,006 0,39±0,01 0,02±0,00 
120 0,028±0,003 0,05±0,01 0,049±0,003 0,071±0,008 0,36±0,03 0,103±0,005 0,38±0,01 0,02±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6).* p<0,05 comparado ao controle (ANOVA seguida pelo teste de Tukey/ Kramer). 
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Figura 14. Traçado de ECG obtido durante o primeiro minuto após a aplicação 
dos picos PI (A) e PII (B) (gel filtração) da peçonha de B. jararacussu na dose de 
0,5 mg de proteína/kg. A cabeça de seta indica o momento da aplicação da 
peçonha, a seta A indica extra sístole seguida de arritmia, e a seta B indica 
taquicardia ventricular fusiforme.  
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4.5.3. Frações cromatográficas da troca iônica do pico I da gel filtração 
 O pico PI-1 não alterou os parâmetros do ECG em relação aos valores basais 
(dados não mostrados), enquanto o pico PI-2 afetou apenas a duração do complexo QRS 
em 120 min (p<0,05 comparado ao controle) (Tabela 8). 
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Tabela 8. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com pico PI -2 (0,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. 
jararacussu.  
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,030±0,002 0,01±0,00 0,025±0,000 0,066±0,005 0,33±0,04 0,103±0,009 0,23±0,02 0,01±0,00 
0,5 0,030±0,002 0,01±0,00 0,028±0,003 0,070±0,005 0,34±0,06 0,107±0,007 0,24±0,01 0,01±0,00 
1,0 0,037±0,004 0,01±0,00 0,023±0,003 0,088±0,010 0,35±0,05 0,122±0,011 0,28±0,02 0,01±0,00 
1,5 0,034±0,005 0,01±0,00 0,028±0,003 0,088±0,010 0,33±0,04 0,120±0,010 0,27±0,02 0,01±0,00 
3,0 0,035±0,004 0,01±0,00 0,024±0,004 0,082±0,006 0,33±0,04 0,113±0,007 0,21±0,03 0,01±0,00 
5,0 0,030±0,003 0,01±0,00 0,025±0,004 0,085±0,005 0,40±0,09 0,115±0,009 0,27±0,02 0,01±0,00 
15 0,029±0,003 0,01±0,00 0,033±0,004 0,075±0,010 0,32±0,08 0,117±0,006 0,22±0,04 0,01±0,00 
30 0,030±0,000 0,01±0,00 0,042±0,002 0,088±0,007 0,43±0,01 0,128±0,001 0,28±0,00 0,01±0,00 
45 0,032±0,001 0,01±0,00 0,035±0,003 0,090±0,006 0,45±0,03 0,125±0,000 0,27±0,00 0,01±0,00 
60 0,036±0,001 0,01±0,00 0,034±0,002 0,103±0,013 0,41±0,05 0,138±0,007 0,29±0,02 0,01±0,00 
90 0,039±0,003 0,01±0,00 0,038±0,004 0,094±0,003 0,42±0,05 0,128±0,001 0,26±0,01 0,01±0,00 
120 0,032±0,001 0,01±0,00 0,035±0,006 0,125*#±0,000 0,43±0,04 0,150±0,000 0,31±0,00 0,01±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6).*,# p<0,05 comparado ao controle (tampão fosfato) e aos valores basais, respectivamente 
(ANOVA seguida pelo teste de Tukey- Kramer). 
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4.5.4. Pico III-3 (PLA2) 
Na dose de 0,5 mg de proteína/kg, o pico PIII-3 não causou alterações 
significantes no ECG em relação aos valores basais (dados não mostrados), porém a 
dose de 1,5 mg de proteína/kg aumentou o intervalo QT após 45, 60 e 120 min (Tabela 9). 
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Tabela 9. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com pico III-3 (1,5 mg/kg, i.v.) da peçonha de B. 
jararacussu.  
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,028±0,003 0,01±0,00 0,032±0,004 0,088±0,005 0,37±0,08 0,128±0,003 0,23±0,02 0,01±0,00 
0,5 0,038±0,006 0,01±0,00 0,034±0,004 0,097±0,005 0,41±0,08 0,138±0,006
*
 0,24±0,01 0,01±0,00 
1,0 0,039±0,005 0,01±0,00 0,028±0,006 0,088±0,010 0,41±0,08 0,128±0,003 0,28±0,01 0,01±0,00 
1,5 0,032±0,001 0,01±0,00 0,028±0,006 0,091±0,010 0,39±0,05 0,130±0,003 0,27±0,01 0,01±0,00 
3,0 0,035±0,004 0,01±0,00 0,032±0,005 0,083±0,006 0,39±0,06 0,122±0,006 0,21±0,02 0,01±0,00 
5,0 0,037±0,004 0,01±0,00 0,030±0,004 0,073±0,005 0,32±0,04 0,110±0,011 0,27±0,03 0,01±0,00 
15 0,035±0,002 0,01±0,00 0,031±0,006 0,088±0,010 0,36±0,05 0,135±0,005 0,22±0,01 0,01±0,00 
30 0,037±0,004 0,01±0,00 0,033±0,005 0,088±0,007 0,37±0,05 0,135±0,005 0,28±0,01 0,01±0,00 
45 0,036±0,004 0,01±0,00 0,033±0,006 0,090±0,006 0,37±0,05 0,140±0,007
*
 0,27±0,01 0,01±0,00 
60 0,036±0,004 0,01±0,00 0,030±0,005 0,081±0,013 0,41±0,06 0,140±0,007
*
 0,29±0,01 0,01±0,00 
90 0,031±0,001 0,01±0,00 0,032±0,006 0,091±0,003 0,43±0,07 0,140±0,007
*
 0,26±0,01 0,01±0,00 
120 0,037±0,004 0,01±0,00 0,036±0,006 0,087±0,000 0,41±0,07 0,140±0,007
*
 0,31±0,01 0,01±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6).* p<0,05 comparado ao controle (tampão fosfato) (ANOVA seguida pelo teste de Tukey/ 
Kramer). 
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4.6. Analise histológica 
4.6.1. Peçonha de B. jararacussu 
A peçonha de B. jararacussu causou hemorragia no tecido cardíaco na 
dose de 0,5 mg/kg, mas este efeito não foi observado com a dose de 0,25 mg/kg 
ou 0,75 mg/kg (Fig. 15). Já o pulmão mostrou hemorragia intensa com todas as 
doses de peçonha (Fig. 16). No fígado, houve perda da arquitetura tecidual nas 
doses de 0,25 e 0,5 mg/kg, sendo que esta perda foi muito mais intensa na dose 
de 0,5 mg/kg; não houve alteração com a maior dose (Fig. 17). O rim apresentou 
microaneurismas glomerulares e deposição de restos protéicos na luz tubular nas 
doses de 0,25 e 0,5 mg/kg e infiltrado inflamatório na dose de 0,5 mg/kg (Figs. 18 
e 19). 
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Figura 15. Analise histopatológica do tecido ventricular após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com apenas salina 0,9%). 
B,C,D. Ratos tratados com peçonha (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,75 mg/kg, 
respectivamente). c - cardiomiócitos. Setas indicam hemorragia e o asterisco (*) 
indica edema. Coloração HE. Barra de escala: 20 µm.  
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Figura 16. Analise histopatológica do tecido pulmonar após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com apenas salina 0,9%). 
B,C,D. Ratos tratados com peçonha (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,75 mg/kg, 
respectivamente). As setas indicam hemorragia.  Coloração HE. Barra de escala: 
30 µm. 
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Figura 17. Analise histopatológica do tecido hepático após tratamento com 
peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com apenas salina 0,9%). 
B,C,D. Ratos tratados com peçonha (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,75 mg/kg, 
respectivamente). h – hepatócitos. As setas indicam perda da arquitetura tecidual. 
Coloração HE. Barra de escala: 20 µm.    
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Figura 18. Analise histopatológica do tecido renal após tratamento com peçonha 
de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com apenas salina 0,9%). B,C,D. 
Ratos tratados com peçonha (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,75 mg/kg, 
respectivamente). d – túbulo contorcido distal, g – glomérulo, p – túbulo contorcido 
proximal. As setas indicam microaneurismas glomerulares. Coloração HE. Barra 
de escala: 20 µm.    
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Figura 19. Analise histopatológica do tecido renal após tratamento com peçonha 
de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com apenas salina 0,9%). B,C,D. 
Ratos tratados com peçonha (0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,75 mg/kg, 
respectivamente). d – túbulo contorcido distal, p – túbulo contorcido proximal. As 
setas indicam deposição de restos protéicos na luz do túbulo e (*) indica infiltrado 
inflamatório. Coloração HE. Barra de escala: 20 µm.    
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4.6.2. Picos cromatográficos PI a PV 
 Os picos PI, PII e PIII causaram hemorragia e ruptura das fibras cardíacas, 
porem apenas o pico PII mostrou infiltrado inflamatório no coração (Figs. 20 e 21). 
Estes picos também mostraram hemorragia pulmonar intensa, e alem da 
hemorragia, o pico PI causou descamação do epitélio brônquico (Fig. 22). No 
tecido hepático, a administração do pico PI causou hemorragia, o pico PII causou 
infiltrado inflamatório e o pico PIII, além da hemorragia, causou perda da 
arquitetura tecidual (Fig. 23). No rim os picos PI, PII e PIII causaram hemorragia e 
foram observados restos protéicos na luz dos túbulos; além disto, o pico PI 
aumentou o espaço entre o glomérulo e a capsula de Bowman, e foram 
observados eritrócitos na luz dos túbulos de ratos tratados com pico PII (Figs. 24 e 
25). Os picos PIV e PV não causaram alterações histológicas evidentes. 
105 
 
 
Figura 20. Analise histopatológica do tecido cardíaco (corte transversal) de ratos 
injetados com picos PI a PV (gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato 
controle (injetado com apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos 
PI, PII, PIII, PIV e PV (0,5 mg/kg, cada), respectivamente. c – cardiócitos. As setas 
indicam hemorragia.  Coloração HE. Barra de escala: 20 µm.  
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Figura 21. Analise histopatológica do tecido cardíaco (corte longitudinal) de ratos 
injetados com picos PI a PV (gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato 
controle (injetado com apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos 
PI, PII, PIII, PIV e PV (0,5 mg/kg, cada), respectivamente. c – cardiócitos. As setas 
indicam hemorragia.  As setas indicam hemorragia e os asteriscos (*) indicam 
áreas de rompimento das fibras musculares cardíacas.  Coloração HE. Barra de 
escala: 20 µm.  
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Figura 22. Analise histopatológica do tecido pulmonar de ratos injetados com 
picos PI a PV (gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle 
(injetado com apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos PI, PII, 
PIII, PIV e PV (0,5 mg/kg, cada), respectivamente. A seta indica descamação do 
epitélio brônquico e os asteriscos (*) apontam hemorragia.  Coloração HE. Barra 
de escala: 20 µm.  
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Figura 23. Analise histopatológica do tecido hepático de ratos injetados com picos 
PI a PV (gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado 
com apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos PI, PII, PIII, PIV e 
PV (0,5 mg/kg, cada), respectivamente. A seta indica infiltrado inflamatório, o 
asterisco (*) indica hemorragia e (#) representa perda da arquitetura tecidual.  
Coloração HE. Barra de escala: 20 µm.  
109 
 
 
Figura 24. Analise histopatológica do tecido renal de ratos injetados picos PI a PV 
(gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com 
apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos PI, PII, PIII, PIV e PV 
(0,5 mg/kg, cada), respectivamente. d – túbulo contorcido distal, g – glomérulo, p – 
túbulo contorcido proximal. A seta indica aumento do espaço da capsula de 
Bowman com a deposição de proteínas e (#) indica hemorragia.  Coloração HE. 
Barra de escala: 20 µm.  
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Figura 25. Analise histopatológica do tecido renal de ratos injetados picos PI a PV 
(gel filtração) da peçonha de B. jararacussu. A. Rato controle (injetado com 
apenas salina 0,9%). B,C,D,E,F. Ratos tratados com picos PI, PII, PIII, PIV e PV 
(0,5 mg/kg, cada), respectivamente. d – túbulo contorcido distal, p – túbulo 
contorcido proximal. As setas indicam descamação epitelial tubular e a cabeça de 
seta indica hemácias na luz do túbulo. Coloração HE. Barra de escala: 20 µm. 
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5. DISCUSSÃO 
Alterações cardiovasculares 
As peçonhas botrópicas são conhecidas por sua capacidade de induzir 
hipotensão (27,7,13,15,16,17). Conforme mostrado aqui, a peçonha de B. 
jararacussu também causou alterações hemodinâmicas e respiratórias em ratos 
anestesiados, a intensidade das quais variou com a dose. Assim, as duas doses 
menores (0,25 e 0,5 mg/kg) causaram hipotensão reversível sem, porém, alterar 
as freqüências cardíaca e respiratória, com os ratos sobrevivendo até 2 h após a 
injeção da peçonha. Já com a dose de 0,75 mg/kg, houve hipotensão irreversível, 
com flutuações na freqüência respiratória (queda seguida de recuperação e 
finalmente por queda na morte) e queda na freqüência cardíaca logo antes da 
morte; com esta dose os ratos morreram dentro de 15 min. 
Com o intuito de identificar o(s) componente(s) da peçonha 
responsável(eis) por estes efeitos, fracionamos a peçonha inicialmente por gel 
filtração, que separa proteínas por sua massa molecular.  Dos cinco picos obtidos, 
os dois primeiros (PI e PII) produziram alterações cardiovasculares, sendo que o 
PI se assemelhou mais à ação da peçonha; nas doses testadas, os outros picos 
(PIII-PV) não produziram alterações significativas. O fracionamento do PI por 
cromatografia de troca iônica em resina SP-Sepharose, resultou em dois picos, PI-
1 e PI-2. A eletroforese destes dois picos em SDS-PAGE mostrou que ainda 
continham mais de uma proteína em cada um. Quando injetados em ratos, 
nenhum destes picos reproduziu a atividade do PI nos parâmetros 
cardiovasculares avaliados. Estes resultados sugerem a possibilidade de haver 
sinergismo entre os dois picos na sua ação cardiovascular, porém esta 
possibilidade ainda não foi avaliada experimentalmente.   
Até o momento, poucos componentes com ação hemodinâmica (ação 
vascular e/ou cardíaca) têm sido caracterizados da peçonha de B. jararacussu. 
Zaganelli et al. (55) purificaram e caracterizaram uma serinoproteinase de 50-60 
kDa (FC-Bj) que possui atividades esterásica, fibrinogenolítica e calicreína-símile. 
Em ratos anestesiados, esta enzima causa hipotensão e bradicardia, 
provavelmente através da liberação de bradicinina (peptídeo vasodilatador com 
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ação cardíaca) e estimulação da produção vascular do óxido nítrico (NO).  Além 
de uma ação direta da enzima em liberar o NO, de forma semelhante àquela 
relatada para trombocitina, uma serinoproteinase da peçonha de B. atrox (69), é 
possível que fibrinopeptídeos liberados pela degradação do fibrinogênio pela FC-
Bj também tenham contribuído para a liberação deste mediador (29). Neste 
contexto, é interessante notar que na eletroforese os picos PI e PI-1 possuem 
proteínas com massa molecular na mesma faixa de massa molecular que a FC-Bj, 
e ainda, que o pico PI-1 contém a maior parte da atividade esterásica do PI.  
O pico PIII foi o que mais demonstrou atividade PLA2 entre os picos 
cromatográficos.  É sabido que a peçonha de B. jararacussu contém várias PLA2 
(67), pelo menos uma das quais tem sido implicada na hipotensão causada pela 
peçonha (34). Esta PLA2 de 13,7 kDa é ácida  (ao contrário da maioria de PLA2 de 
B. jararacussu que é básica), não é miotóxica, citotóxica ou letal, mas causa 
hipotensão em ratos anestesiados, sendo que esta ação depende da sua atividade 
enzimática.  Por outro lado, conforme demonstrado aqui, o PIII, com atividade 
PLA2 elevada, não alterou significativamente as respostas cardiovasculares, 
sugerindo que a(s) PLA2 presente(s) neste pico não exerce(m) um efeito 
hemodinâmico. Esta falta de ação pode ser devida: (1) à ausência ou conteúdo 
reduzido da PLA2 ácida no lote de peçonha estudada, (2) à falta de ação de outras 
PLA2 presente no pico, ou (3) ao uso de uma dose inadequada de PIII nos 
ensaios. 
Para investigar esta questão melhor, fracionamos o PIII por troca iônica em 
resina SP-Sepharose, que possui características físico-químicas semelhantes à 
CM-Sepharose usada por Andrião-Escarso et al. (34) para isolar a PLA2 ácida 
descrita acima. As resinas CM- ou SP-Sepharose são amplamente usadas para o 
isolamento de miotoxinas fosfolipásicas básicas de peçonhas botrópicas uma vez 
que estas toxinas geralmente eluem na parte final do gradiente de sal devido à 
interação eletrostática forte entre a proteína básica e a resina ácida (grupos 
sulfopropil – SP ou carboximetil – CM); já as PLA2 ácidas não são retidas na 
coluna e geralmente saem antes do gradiente de sal.  O perfil cromatográfico do 
PIII em SP-Sepharose resultou em três picos (PIII-1 – PIII-3), sendo que o primeiro 
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saiu antes do gradiente do sal e dois no gradiente de sal.  A ausência de um pico 
grande antes do gradiente sugeriu que de fato este lote de peçonha não possuiu a 
PLA2 ácida identificada por Andrião-Escarso et al. (34). Já em relação aos dois 
picos eluidos no gradiente, o segundo (mais retido na coluna) foi majoritário. Esta 
retenção prolongada, junto com o perfil eletroforético na ausência e presença de 
DTT, e a abundância do pico sugeriram fortemente que se tratava de uma 
bothropstoxina (BthTx), mais provavelmente a BthTx-I, que é a mais abundante 
das duas conhecidas.   
Quando injetado in vivo, nas doses de 0,5 ou 1,5 mg/kg, o pico PIII-3 não 
produziu alterações cardiovasculares significativas. No entanto, em outros 
experimentos não relatados aqui (ensaios em átrio direito isolado de rato) esta 
proteína se mostrou bastante cardiotóxica. Estes resultados indicam que: (1) há 
variação no conteúdo dos diferentes tipos de PLA2 na peçonha de B. jararacussu, 
(2) que as PLA2 desta peçonha exercem pouco efeito nas alterações 
cardiovasculares causadas pela peçonha e (3) que in vivo a BthTx produz pouca 
alteração nos parâmetros cardiovasculares avaliados, o que contrasta com sua 
forte ação in vitro em átrio isolado (dados não mostrados).  Esta dicotomia entre 
uma ação in vitro e ausência de efeito in vitro é semelhante à ação neuromuscular 
de PLA2 miotóxicas botrópicas que produzem bloqueio neuromuscular em 
preparações neuromusculaes de vertebrados in vitro, porém não produzem 
bloqueio in vivo (73). Esta ausência de efeito in vivo pode estar relacionada à 
rápida depuração da toxina da circulação através de filtração glomerular (com 
massa molecular <15 kDa, seriam facilmente removidas da circulação pelo rim) ou 
à sua inativação através da formação de complexos com proteínas plasmáticas. 
Esta última possibilidade é importante na inativação de outras toxinas botrópicas 
na circulação, como interação da hemorragina BaP1 de B. asper com a 2-
macroglobulina que resulta na inibição da ação sistêmica desta metaloproteinase 
em camundongos (73).       
   Outros componentes da peçonha de B. jararacussu que contribuem para 
a hipotensão são os peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs), peptídeos de 
baixa massa molecular já identificados em outros estudos (20,21,22,24). O pico 
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PV foi o último pico a eluir da gel filtração e, portanto, deveria conter os BPPs da 
peçonha. Quando administrado em ratos, este pico não alterou significativamente 
os parâmetros cardiovasculares, o que está de acordo com dados para outras 
peçonhas, e.g., B. alternatus (75), e a observação de que sozinhos os BPPs não 
afetam marcadamente a pressão arterial basal, mas podem potenciar a ação de 
outras frações. Esta possibilidade de sinergismo entre pico PV e os outros picos 
de gel filtração não foi testado aqui, porém, considerando que o pico PI (e 
possivelmente PII) contém serinoproteinases capazes de liberar bradicinina, é 
provável que o PV potencie a ação deste(s) pico(s) quando testado junto com 
eles. 
O monitoramento do ECG revelou que a peçonha causou alterações 
transitórias na atividade elétrica do coração que, na maioria das vezes foram 
vistas somente nos primeiro 5 minutos após o envenenamento. Tais alterações 
incluíam extrasistoles, taquicardia e fibrilação ventriculares, bradicardia e aumento 
da duração do QTc. No caso do pico PIII-3, também foram vistas alterações, 
porém somente na dose mais alta.  Assim, apesar desta toxina não afetar 
significativamente os parâmetros cardiovasculares, ela interferiu com a atividade 
elétrica do coração. É interessante notar que alterações semelhantes a estas 
também foram vistas em coração isolado de rato perfundido com a peçonha desta 
espécie (35,36). As alterações in vivo podem resultar de uma ação direta da 
peçonha na atividade elétrica do coração ou da má perfusão do tecido cardíaco 
uma vez que coincidem com a fase de hipotensão aguda logo após a 
administração de peçonha.  Passada esta fase inicial, não foram observadas 
outras alterações no ECG durante o restante do experimento.  Este achado está 
de acordo com a situação clínica onde é incomum encontrar alterações no ECG 
de pessoas envenenadas por B. jararacussu uma vez que os pacientes 
geralmente só chegam ao ambulatório ou pronto socorro > 1 h após o acidente 
(41), momento em que a fase aguda de possíveis alterações no ECG já passou. 
A peçonha de B. jararacussu é conhecida por sua atividade sobre a 
coagulação e a agregação plaquetária (76) e várias serinoproteinases (55, 
34,56,57,58,60,61), metaloproteinases (62,63) e PLA2 (34,68,77,78) envolvidas 
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nestas atividades têm sido identificadas. De modo geral, as serino- e 
metaloproteinases influenciam a coagulação (sendo pró-coagulantes ou anti-
coagulantes) principalmente através da sua ação fibrinogenolítica, enquanto as 
PLA2 atuam como pró-agregantes (77) ou anti-agregantes (34,78); algumas PLA2 
também exercem ação anti-coagulante (78). Além disso, há proteínas como a 
bothrojaracin, que podem inibir a ação de trombina (79). Assim, in vivo, é provável 
que o conjunto destas atividades tenha um papel importante nas alterações 
cardiovasculares vistas aqui. Por exemplo, a formação de trombos na 
microcirculação pulmonar através da ação pró-coagulante e pró-agregante nos 
momentos iniciais depois a injeção da peçonha poderia ser importante nas 
alterações respiratórias vistas com a dose 0,75 mg/kg. Por outro lado, a ação 
combinada de metaloproteinases hemorrágicas em conjunto com as atividades 
anti-coagulante e anti-plaquetária poderia ser importante na hemorragia vista em 
vários tecido, especialmente o pulmão (vide infra). Neste contexto, deve-se notar 
que neste estudo a peçonha foi administrada por via endovenosa em “bolus”, ou 
seja, em um curto período de tempo, como é frequentemente o caso neste tipo de 
investigação. Entretanto, é possível que a injeção da peçonha por outra via que 
não endovenosa e por infusão em vez de bolus influencie o perfil de respostas 
hemodinâmicas observadas; este é um aspecto importante que merece 
consideração em investigações futuras.    
  
 
Alterações histopatológicas 
 A análise histológica revelou diversas alterações nos diferentes órgãos.  De 
modo geral, a dose de 0,5 mg/kg foi a mais consistente em produzir alterações, 
provavelmente devido à combinação de dose adequada e tempo de sobrevida 
suficiente para permitir a instalação do dano. A dose de 0,25 mg/kg foi menos 
ativa, talvez por ser uma dose “limiar”, apesar dos ratos terem sobrevivido até 2 h 
após a injeção. Já no caso da maior dose (0,75 mg/kg), houve poucas alterações 
histológicas, principalmente devido ao tempo de sobrevida reduzido dos ratos (5-
15 min após a injeção, comparado com até 2 h com a dose de 0,5 mg/kg), o que 
não permitiu o pleno desenvolvimento das lesões (exceto no pulmão; ver adiante).  
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 A hemorragia foi o fenômeno mais comumente encontrado nos tecidos, o 
que está de acordo com a atividade bem conhecida da peçonha desta espécie, 
tanto experimentalmente (80,81,82) como clinicamente (41,83). Dos órgãos 
avaliados, o mais consistentemente afetado foi o pulmão, onde foi vista 
hemorragia com todas as doses. De fato, vários estudos têm mostrado a 
susceptibilidade do pulmão a dano por peçonhas botrópicas e suas toxinas 
(71,84,85,86,87,88), e no caso de B. jararacussu, a hemorragia pulmonar aguda e 
maciça tem sido implicada em morte rápida após envenenamento por esta espécie 
(89).  
A atividade hemorrágica sistêmica das peçonhas botrópicas é bem 
conhecida (90,91,92) e tem sido atribuída principalmente a metaloproteinases 
hemorrágicas (4,5). No caso da B. jararacussu, Mazzi et al. (62) isolaram e 
caracterizaram uma metaloproteinase hemorrágica da classe P-III (BjussuMP-I; 60 
kDa, pI 5,5) que poderia contribuir para a hemorragia observada aqui. Conforme 
mencionado acima, o perfil eletroforético do pico PI indica a presença de proteínas 
com massa molecular na faixa que poderia incluir a BjussuMP-1. Entretanto, a 
observação de que os picos PII e PIII (mas não PIV e PV) produziram hemorragia 
mais intensa que PI indica que a peçonha possui mais de um componente 
responsável por esta ação. Esta conclusão também está de acordo com achados 
para outras peçonhas botrópicas, como as de B. asper, B. jararaca e B. moojeni, 
nas quais mais de um fator hemorrágico tem sido identificado. O pico PIII produziu 
hemorragia marcante, no entanto este pico é composto essencialmente de PLA2 
(vide supra), o que sugere que a hemorragia neste caso tenha sido causada pela 
ação fosfolipásica desta enzima degradando a parede vascular. Neste contexto 
deve-se notar que PLA2 hemorrágicas também tenham sido identificadas em 
outras peçonhas (91). 
  No tecido cardíaco, com a exceção da presença de hemorragia, não foram 
observadas alterações marcantes com a peçonha.  Isso estaria de acordo com 
outros estudos mostrando que o tecido cardíaco é geralmente pouco afetado 
histologicamente por peçonhas botrópicas e suas toxinas quando comparado a 
outros órgãos (74).  Entretanto, quando foram testados os pico PI a PV, observou-
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se (além da hemorragia) desorganização e lesão muscular com o pico PIII (que 
contém PLA2), o que estaria de acordo com a capacidade destas enzimas em 
causar dano muscular (6). 
 A insuficiência renal aguda (IRA) é uma conseqüência grave do 
envenenamento botrópico (92) e há relatos clínicos sobre a IRA e alterações 
morfológicas associadas a este fenômeno após envenenamento por B. 
jararacussu (40,41,42). Além disso, alguns estudos in vitro têm comprovado a 
capacidade da peçonha (53) e da BthTx-I e BthTx-II (54) desta espécie em alterar 
a função e morfologia do rim isolado.  As alterações morfológicas vistas no 
presente trabalho, tanto com a peçonha quanto os picos PI a PIII (os picos PIV e 
PV não produziram alterações) se assemelharam àquelas vistas nos trabalhos 
acima, ou seja, hemorragia, aumento do espaço capsular, microaneurismas 
glomerulares, descamação do epitélio dos túbulos renais, necrose, e presença de 
proteína na luz tubular.  Estas alterações estruturais podem ser desencadeadas 
por uma ação renal direta das toxinas, por uma ação indireta através da liberação 
de mediadores endógenos, e pela hipoperfusão renal subseqüente à hipotensão. 
O protocolo usado aqui não permite uma avaliação de quanto as alterações 
morfológicas influenciaram a função renal e, consequentemente, afetaram as 
mudanças cardiovasculares observadas, e vice versa; entretanto, é provável que 
esta influência das alterações renais seja limitada pelo fato da IRA ser um 
fenômeno tardio do envenenamento (>3 h após a inoculação da peçonha em 
ratos, e várias horas e dias após o acidente em humanos). 
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6. CONCLUSÕES 
 Os resultados deste estudo demonstram que: 
1. A administração i.v. da peçonha de B. jararacussu (0,25-0,75 mg/kg) 
causa hipotensão imediata que depende da dose injetada, com 
apenas a dose mais alta provocando alteração na freqüência cardíaca 
e respiratória.  
2. Todas as doses de peçonha causaram alterações elétricas transitórias 
(bradicardia, extra-sistoles, taquicardia ventricular) no ECG. 
3. O fracionamento da peçonha por gel filtração resultou em cinco picos 
(PI a PV), dos quais os primeiros dois eram os principais responsáveis 
pelo efeito cardiovascular da peçonha. A separação do pico PI em 
seus componentes por troca iônica aboliu a ação cardiovascular deste 
pico, sugerindo um possível sinergismo entre os componentes. 
4. O pico (PIII-3) correspondendo à bothropstoxina não causou 
alterações cardiovasculares. 
5. A peçonha e os picos cromatográficos PI, PII e PIII (mas não pico IV e 
V) da gel filtração causaram hemorragia e lesões em coração, fígado, 
pulmão e rim em ratos anestesiados. 
Baseado nestas observações, concluímos que a peçonha de B. jararacussu 
exerce forte atividade hipotensora na pressão arterial de ratos e que esta ação é 
mediada por vários componentes da peçonha e sinergismo entre eles.  A 
hemorragia vista na análise histológica poderia contribuir para as alterações 
cardiovasculares causadas pela peçonha.  
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COMPARAÇÃO DAS AÇÕES CARDIOVASCULARES DAS DIFERENTES 
PEÇONHAS BOTRÓPICAS EM RATOS ANESTESIADOS 
 
1. INTRODUÇÃO 
O gênero Botrópico é o principal responsável pelos acidentes ofídicos na 
America Latina, e sua peçonha é bem conhecida por causar efeitos locais e 
sistêmicos marcados, tanto em humanos como em animais de laboratório 
(2,3,91,17). Os efeitos sistêmicos incluem coagulopatias, sangramento sistêmico, 
choque cardiovascular e insuficiência renal aguda mediado pelas metaloproteases 
(5,92), fosfolipases A2 (6) e serinoproteases (8).  Rocha e Silva et al. (27) foram os 
primeiros a examinar sistematicamente a habilidade da peçonha de Bothrops 
(especificamente B. jararaca) de causar hipotensão, e mostraram que esta 
resposta resulta de liberação de um peptídeo depois identificado como a 
bradicinina, pelas proteases presentes na peçonha. Desde então, muitos estudos 
mostraram que a hipotensão é um resposta comum na inoculação de peçonhas 
botrópicas (7,13,15,16,17).  
Apesar da ação hipotensiva das peçonhas serem conhecida a um longo tempo 
(27), as ações cardíacas e vasculares destas peçonhas (72,35,36,17) tem sido 
investigadas menos extensivamente que outras alterações sistêmicas como 
desordens hemostáticas e hematológicas (8,95,96), sangramento sistêmico 
(8,9,5,88) e falha renal aguda (93). Ainda, poucos estudos compararam as 
respostas cardiovasculares entre as diferentes peçonhas deste gênero. Até hoje, o 
único estudo que comparou as respostas cardiovasculares (hemodinâmica) 
causadas por peçonhas botrópicas foi o realizados por Cheymol et al. (12). Estes 
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autores mostraram que a peçonha de B. jararaca – espécie encontrada no 
sudoeste e sudeste do Brasil, B. atrox – espécie encontrada na Amazônia, B. 
lanceolatus da ilha do Martinique e B. carribeus encontrada na ilha de Sta. Lucia  
causaram hipotensão reversível em ratos e coelhos; os efeitos em outros 
parâmetros cardiovasculares destas espécies não foram investigados.  
Neste trabalho, nós investigamos as mudanças nos parâmetros 
cardiovasculares (pressão arterial, atividade cardíaca e freqüência respiratória) e 
as alterações histológicas causadas pelas peçonhas de algumas espécies do 
gênero Bothrops em ratos. As peçonhas estudadas foram das espécies B. 
alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. pauloensis 
(anteriormente conhecida como B. neuwiedi pauloensis), já que estas espécies 
correspondem à maioria das espécies botrópicas que causadoras de acidentes no 
Brasil (2), e são as principais peçonhas botrópicas utilizadas para a produção de 
antiveneno neste país (97,98). 
 
2. OBJETIVOS 
 Os objetivos desta investigação foram: 
1. Analisar os efeitos cardiovasculares de diferentes peçonhas 
botrópicas em ratos anestesiados. 
2. Avaliar as alterações histopatológicas em coração, pulmão, fígado e 
rim, causadas pela administração das peçonhas i.v. 
 
 
 
129 
 
3. MATERIAIS e MÉTODOS 
3.1. Animais 
Ratos machos Wistar foram obtidos do CEMIB/UNICAMP e mantidos no  
biotério do Departamento de Farmacologia conforme descrito acima (seção 3.1 a 
primeira parte da dissertação). Os experimentos foram aprovados pelo Comitê 
Ética em Experimentação Animal (CEEA/UNICAMP, protocolo no. 1739/1) e foram 
realizados seguindo-se as recomendações do Colégio Brasileiro para 
Experimentação Animal (COBEA). 
 
3.2. Peçonhas 
As peçonhas de B. atrox, B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. 
moojeni e B. neuweidi pauloensis, obtidas do Centro de Extração de Toxinas 
Animal (CETA, Morungaba), foram extraídas por estimulação elétrica de serpentes 
adultas de ambos os sexos, liofilizadas e armazenadas em -20oC até o momento 
do uso. As soluções eram preparadas diariamente, diluídas em salina 0,9%, 
imediatamente antes do uso.  
 
3.3. Monitoramento dos parâmetros cardiovasculares 
Os ratos foram anestesiados, cateterizados e injetados com peçonha e 
monitorados conforme já descrito na seção 3.8 acima para a peçonha de B. 
jararacussu.  
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3.4. Administração das peçonhas 
As peçonhas foram diluídas e injetadas conforme descrito na seção 3.9 
acima. Foi usada uma dose única de 0,75 mg/kg para todas as peçonhas. Esta 
dose foi escolhida baseada nos experimentos com a peçonha B. jararacussu 
descritos anteriormente e na suposição de que a peçonha de B. jararacussu fosse 
a mais potente (ou uma das mais potentes) entre as peçonhas estudadas. Os 
ratos do grupo controle receberam injeção de 100 µl de salina sem peçonha, com 
posterior lavagem da cânula com mais 100 µl de salina. 
 
3.5. Histologia 
 A fixação, processamento e análise histológica do tecido cardíaco, hepático, 
pulmão, renal foi realizado conforme descrito na seção 3.10 acima para a peçonha 
de B. jararacussu.   
  
3.6. Análise estatística 
 Os resultados foram expressos como a média + EPM do número de 
experimentos realizados. As comparações estatísticas foram feitas usando-se a 
análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey-Kramer de múltiplas 
comparações. Um valor de p<0,05 indicou significância. 
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4. RESULTADOS 
4.1. Efeitos sobre os parâmetros cardiovasculares das diferentes peçonhas 
A Figura 26 mostra o efeito de diferentes peçonhas botrópicas (B. 
alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwedi 
pauloensis) sobre a pressão arterial e as freqüências cardíaca e respiratória, 
quando testadas na dose de 0,75 mg/kg. Em todos os casos houve queda 
acentuada logo após a administração das peçonhas. No caso das peçonhas de B. 
atrox, B. jararaca e B. jararacussu, a dose utilizada causou a morte de todos dos 
animais por parada cardiorrespiratória; a peçonha de B. n. pauloensis causou 
morte em 5 dos 6 animais injetados, enquanto para as outras peçonhas (B. 
alternatus e B. moojeni) não houve morte antes dos 120 min. Com as peçonhas de 
B. alternatus e B. moojeni, a queda inicial foi menor que as outras peçonhas e foi 
seguida por uma recuperação após 5 min em diante, com retorno aos valores 
basais em uma hora.  Com exceção das peçonhas de B. alternatus e B. moojeni, 
com as quais não houve alteração significativa na freqüência cardíaca e na 
freqüência respiratória, todas as outras peçonhas causaram queda progressiva e 
irreversível nestes dois parâmetros; no caso da B. jararacussu, houve recuperação 
transitória nos primeiros 5 min, logo antes da morte.  
A comparação entre peçonhas mostrou semelhança entre os perfis das 
respostas da B. alternatus e B. moojeni, e da B. atrox e B. jararaca; B. jararacussu 
e B. n. pauloensis se assemelharam mais com a B. atrox e B. jararaca. 
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Figura 26. Alterações cardiovasculares provocadas por peçonhas botrópicas (0,75 
mg/kg, i.v.) em ratos anestesiados. As peçonhas de B. atrox, B. jararaca i B. 
jararacussu mataram os animais em torno de 15 minutos. Os números presentes 
em alguns pontos de B. pauloensis representam a quantidade de animais ainda 
vivos.  A – Pressão arterial sistólica, B – Pressão arterial diastólica, C – Pressão 
arterial média, D – Freqüência cardíaca, E – Freqüência respiratória. Os pontos 
representam a media ± EPM (n=6). *,#p<0,05 comparado ao controle e valores 
basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Tukey-Kramer). 
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4.2. Alterações eletrocardiográficas 
Todas as peçonhas botrópicas causaram algum tipo de alteração no ECG 
(Tabela 10). A peçonha de B. alternatus mostrou extra-sístole 1,5 min após a 
aplicação da peçonha i.v. (Tabela 11, Fig. 27). Já com a peçonha de B. atrox 
houve aumento da amplitude do complexo QRS ao 30 segundos, aumento do 
intervalo QT em um minuto, além de taquicardia ventricular fusiforme (semelhante 
ao fenômeno de Torsade des Points), aumento da amplitude e duração do 
complexo QRS em 3 minutos, e aumento do intervalo QT e do QTc em 3 minutos 
(Tabela 12, Fig. 28), sendo que esta peçonha foi a que mais causou alterações 
elétricas quando administrada em ratos anestesiados. 
A peçonha de B. jararaca causou taquicardia ventricular logo após sua 
aplicação, aumento da amplitude da onda P em 3 e 5 minutos, aumento da 
duração do complexo QRS e do intervalo QT em 3 minutos (Tabela 13, Fig. 29). A 
peçonha de B. moojeni mostrou aumento do QTc em 3 minutos (Tabela 14), sem 
outras alterações marcantes; de modo semelhante, a peçonha de B. n. pauloensis 
causou extra-sístoles e taquicardia ventricular 30 segundos após sua 
administração e aumento do intervalo QT em 3 minutos (Tabela 15, Fig. 30), sem 
outras alterações marcantes. 
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Tabela 10. Alterações eletrocardiográficas das diferentes peçonhas botrópicas. 
 
 
 
Peçonha 
0,5 
min 
1 
Min 
1,5 
min 
3  
min 
5 
min 
   
 
B. alternatus 
_ _ Extra sístole _ _    
 
B. atrox 
 
↑ amplitude QRS 
 
↑QT 
Taquicardia ventricular 
 
↑QT 
↑ amplitude P 
↑ amplitude e duração QRS 
↑ QTc 
 
↑ QT 
   
B. jararaca _ _ _ ↑ amplitude P 
↑ duração QRS 
↑ QT 
↑ amplitude P    
 
B.jararacussu 
_ Taquicardia ventricular 
Extra sístole 
 
↑QTc 
 
↑ QTc 
 
↑ QTc  
   
B. moojeni _ _ _  
↑ QTc 
_ 
 
   
B. n. pauloensis _ Taquicardia ventricular 
Extra sístole 
 
↑ QT 
_ _    
(-) representa sem alterações 
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Tabela 11. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. alternatus (0,75 mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,027±1,74 0,05±0,00 0,042±0,002 0,071±0,004 0,41±0,08 0,101±0,003 0,357±0,013 0,02±0,00 
0,5 0,026±2,00 0,04±0,00 0,043±0,003 0,074±0,005 0,39±0,06 0,101±0,003 0,357±0,017 0,03±0,00 
1,0 0,027±2,68 0,04±0,01 0,041±0,004 0,073±0,003 0,38±0,07 0,106±0,003 0,374±0,016 0,03±0,00 
1,5 0,024±2,00 0,05±0,01 0,038±0,002 0,069±0,003 0,36±0,06 0,095±0,004 0,335±0,015 0,03±0,00 
3,0 0,028±3,25 0,04±0,01 0,039±0,003 0,076±0,005 0,34±0,06 0,101±0,005 0,366±0,014 0,02±0,00 
5,0 0,034±2,69 0,05±0,01 0,045±0,004 0,069±0,002 0,34±0,06 0,101±0,004 0,366±0,017 0,03±0,00 
15 0,028±2,14 0,04±0,01 0,041±0,002 0,072±0,002 0,29±0,03 0,102±0,003 0,363±0,016 0,03±0,00 
30 0,028±2,44 0,05±0,00 0,042±0,004 0,078±0,004 0,42±0,06 0,107±0,0033 0,374±0,012 0,03±0,00 
45 0,035±1,48 0,06±0,01 0,052±0,004 0,066±0,004 0,41±0,04 0,099±0,002 0,344±0,010 0,02±0,00 
60 0,033±1,50 0,06±0,01 0,048±0,002 0,074±0,002 0,44±0,04 0,100±0,001 0,344±0,004 0,03±0,00 
90 0,034±2,72 0,07±0,01 0,051±0,003 0,073±0,004 0,45±0,06 0,101±0,001 0,344±0,004 0,03±0,00 
120 0,036±2,45 0,07±0,01 0,049±0,003 0,077±0,002 0,44±0,06 0,111±0,006 0,380±0,021 0,03±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6). 
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Figura 27. Traçado eletrocardiográfico durante 30 segundos após a injeção da 
peçonha de B. alternatus (0,75 mg/kg, i.v.). A cabeça de seta indica o momento da 
aplicação da peçonha e as setas brancas indicam extra-sistoles.  
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Tabela 12. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. atrox (0,75 mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 (n=6) 0,029±0,004 0,05±0,00 0,045±0,003 0,067±0,004 0,39±0,04 0,087±0,004 0,31±0,02 0,03±0,00 
0,5 (n=6) 0,035±0,004 0,07±0,01 0,050±0,003 0,062±0,009 0,65±0,10
*
 0,097±0,009 0,35±0,03 0,03±0,01 
1,0 (n=6) 0,032±0,004 0,06±0,01 0,078±0,024
*
 0,090±0,018 0,57±0,11 0,140±0,033
*
 0,37±0,03 0,05±0,00 
1,5 (n=6) 0,036±0,001 0,07±0,01 0,071±0,022 0,097±0,016 0,71±0,14
*
 0,143±0,023
*
 0,40±0,02 0,04±0,01 
3,0 (n=6) 0,044±0,005
*#
 0,06±0,01 0,059±0,007 0,145±0,050
*#
 0,70±0,13
*
 0,177±0,029
*#
 0,49±0,08
*#
 0,05±0,01 
5,0 (n=1) 0,023±0,000 0,04±0,00 0,030±0,000 0,063±0,000 0,36±0,00 0,170±0,000
*
 0,33±0,00 0,04±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=6-1).*,# p<0,05 comparado ao controle e  valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey/ Kramer). 
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Figura 28. Traçado eletrocardiográfico durante o primeiro minuto após a aplicação 
da peçonha de B. atrox (0,75 mg/kg, i.v.). A cabeça de seta indica o momento da 
aplicação da peçonha e a seta branca indica taquicardia ventricular fusiforme. 
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Tabela 13. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. jararaca (0,75 mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 (n=6) 0,027±0,001 0,034±0,002 0,05±0,00 0,071±0,011 0,42±0,05 0,099±0,012 0,35±0,03 0,03±0,00 
0,5 (n=6) 0,032±0,003 0,039±0,005 0,05±0,00 0,066±0,010 0,58±0,09 0,094±0,013 0,31±0,03 0,03±0,01 
1,0 (n=6) 0,024±0,003 0,043±0,002 0,04±0,00 0,071±0,011 0,55±0,10 0,102±0,011 0,33±0,03 0,03±0,00 
1,5 (n=6) 0,032±0,002 0,046±0,005 0,05±0,01 0,066±0,011 0,54±0,07 0,093±0,014 0,31±0,03 0,02±0,01 
3,0 (n=6) 0,034±0,003 0,061±0,005
*#
 0,05±0,01 0,091±0,012
*
 0,57±0,07 0,135*±0,019
*
 0,33±0,03 0,05±0,01 
5,0 (n=2) 0,037±0,004 0,060±0,010
*#
 0,04±0,01 0,044±0,002 0,48±0,12 0,074±0,004 0,31±0,05 0,06±0,00 
Os valores são a média ± EPM (n=2-6).*,# p<0,05 comparado ao controle e valores basais, respectivamente (ANOVA seguida pelo 
teste de Tukey/ Kramer). 
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Figura 29. Traçado eletrocardiográfico durante 1,5 minuto após a aplicação da 
peçonha de B. jararaca (0,75 mg/kg, i.v.). As setas brancas indicam taquicardia 
ventricular fusiforme. 
1
4
1
 
 
 
Tabela 14. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. moojeni  (0,75mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 0,025±0,002 0,03±0,00 0,031±0,006 0,071±0,004 0,28±0,04 0,102±0,007 0,38±0,02 0,03±0,00 
0,5 0,026±0,002 0,03±0,00 0,031±0,004 0,074±0,004 0,24±0,04 0,108±0,007 0,39±0,02 0,04±0,00 
1,0 0,026±0,002 0,03±0,00 0,033±0,004 0,069±0,006 0,25±0,03 0,113±0,018 0,40±0,04 0,03±0,00 
1,5 0,022±0,002 0,04±0,00 0,031±0,006 0,083±0,008 0,25±0,04 0,110±0,010 0,39±0,02 0,04±0,00 
3,0 0,032±0,003 0,04±0,01 0,039±0,005 0,078±0,011 0,23±0,04 0,119±0,018 0,42±0,04
*
 0,04±0,01 
5,0 0,024±0,003 0,04±0,01 0,035±0,005 0,067±0,009 0,24±0,05 0,101±0,009 0,36±0,02 0,04±0,01 
15 0,024±0,003 0,05±0,01 0,033±0,004 0,066±0,007 0,30±0,06 0,103±0,008 0,37±0,02 0,04±0,01 
30 0,028±0,002 0,04±0,01 0,038±0,003 0,079±0,007 0,32±0,06 0,112±0,008 0,39±0,02 0,04±0,01 
45 0,024±0,003 0,05±0,01 0,046±0,007 0,069±0,004 0,26±0,04 0,104±0,009 0,36±0,02 0,04±0,01 
60 0,023±0,004 0,05±0,01 0,040±0,007 0,077±0,009 0,39±0,05 0,115±0,010 0,39±0,02 0,03±0,01 
90 0,026±0,004 0,06±0,01 0,041±0,005 0,080±0,007 0,39±0,05 0,118±0,008 0,40±0,01 0,04±0,01 
120 0,027±0,005 0,05±0,02 0,048±0,006 0,079±0,007 0,37±0,05 0,119±0,008 0,39±0,02 0,03±0,01 
Os valores são a média ± EPM (n=6).* p<0,05 comparado ao controle (ANOVA seguida pelo teste de Tukey/ Kramer). 
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Tabela 15. Parâmetros eletrocardiográficos de ratos anestesiados injetados com peçonha de B. pauloensis (0,75 mg/kg). 
 
 
 
Tempo (min) 
Onda P 
(s) 
P 
(mV) 
Intervalo PR   
(s) 
Complexo QRS  
(s) 
QRS 
 (mV) 
Intervalo QT  
 (s) 
QTc 
(s) 
Onda T 
(mV) 
0,0 (n=6) 0,027±0,002 0,046±0,00 0,05±0,01 0,074±0,006 0,34±0,06 0,105±0,008 0,37±0,02 0,03±0,00 
0,5 (n=6) 0,033±0,003 0,041±0,04 0,06±0,01 0,070±0,009 0,62±0,19 0,111±0,007 0,36±0,02 0,03±0,00 
1,0 (n=6) 0,032±0,004 0,043±0,00 0,06±0,01 0,073±0,009 0,49±0,13 0,119±0,005 0,37±0,03 0,02±0,00 
1,5 (n=6) 0,032±0,003 0,046±0,00 0,05±0,01 0,064±0,013 0,51±0,11 0,116±0,022 0,32±0,03 0,03±0,01 
3,0 (n=6) 0,031±0,004 0,046±0,01 0,06±0,01 0,073±0,014 0,50±0,10 0,133±0,020
*
 0,34±0,02 0,03±0,00 
5,0 (n=3) 0,033±0,003 0,070±0,02 0,05±0,00 0,084±0,013 0,34±0,05 0,110±0,013 0,31±0,01 0,02±0,01 
15 (n= 2) 0,032±0,001 0,047±0,01 0,05±0,00 0,075±0,005 0,39±0,10 0,109±0,012 0,37±0,04 0,01±0,01 
30 (n=2) 0,025±0,001 0,045±0,01 0,04±0,01 0,067±0,000 0,33±0,07 0,108±0,014 0,36±0,04 0,01±0,01 
45 (n=1) 0,023±0,000 0,040±0,00 0,09±0,00 0,063±0,000 0,39±0,00 0,097±0,000 0,32±0,00 0,00±0,00 
60 (n=1) 0,040±0,000 0,057±0,01 0,06±0,00 0,060±0,000 0,41±0,00 0,090±0,000 0,31±0,00 0,01±0,01 
90 (n=1) 0,037±0,000 0,047±0,01 0,07±0,00 0,070±0,000 0,45±0,00 0,097±0,000 0,33±0,00 0,01±0,01 
120 (n=1) 0,040±0,000 0,053±0,01 0,05±0,00 0,070±0,000 0,40±0,00 0,100±0,000  0,33±0,00 0,01±0,01 
Os valores são a média ± EPM (n=6).* p<0,05 comparado ao controle (ANOVA seguida pelo teste de Tukey- Kramer). 
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Figura 30. Traçado eletrocardiográfico durante o primeiro minuto após a aplicação 
da peçonha de B. n. pauloensis (0,75 mg/kg, i.v.). A cabeça de seta indica o 
momento da aplicação da peçonha, a seta A indica extra-sistole e a B indica 
taquicardia ventricular fusiforme. 
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4.3. Alterações histopatológicas 
As alterações histopatológicas causadas pelas peçonhas nos principais 
órgãos do sistema cardiovascular estão mostradas nas Figs. 30 a 33. A peçonha 
de B. alternatus causou hemorragia cardíaca e pulmonar, com ruptura alveolar; no 
fígado houve perda da arquitetura tecidual com presença de eritrócitos, e no rim, 
foram observados eritrócitos e restos protéicos na luz do túbulo. As peçonhas de 
B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu e B. n. pauloensis causaram alterações 
apenas em pulmão. A administração da peçonha de B. atrox causou hemorragia, 
presença de trombo em vasos e ruptura alveolar. B. jararaca mostrou presença de 
trombo pulmonar e descamação brônquica, e B. n. pauloensis produziu trombos 
em vasos sanguíneos. A peçonha de B. moojeni não causou alterações em 
coração, pulmão e fígado, porem no rim foram observados restos protéicos na luz 
do túbulo. 
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Figura 31. Analise histopatológica do tecido cardíaco (corte transversal) de ratos 
tratados com peçonhas botrópicas. A. Rato tratado com apenas salina 0,9% 
(controle). B,C,D,E,F. Ratos tratados com peçonha de B. alternatus, B. atrox, B. 
jararaca, B. moojeni e B. n. pauloensis, respectivamente. c – cardiomiócitos. (*) 
indica áreas de hemorragia. Coloração HE. Barra de escala: 20 µm. 
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Figura 32. Analise histopatológica do tecido pulmonar de ratos tratados com 
peçonhas botrópicas. A. Rato tratado com apenas salina 0,9% (controle). 
B,C,D,E,F. Ratos tratados com peçonha de B. alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. 
moojeni e B. n. pauloensis, respectivamente. (*) indica áreas de hemorragia, seta 
indica descamação brônquica com presença de eritrócitos, e cabeças de seta 
indicam trombos intravasculares. Coloração HE. Barra de escala: 30 µm.  
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Figura 33. Analise histopatológica do tecido hepático de ratos tratados com 
peçonhas botrópicas. A. Rato tratado com apenas salina 0,9% (controle). 
B,C,D,E,F. Ratos tratados com peçonha de B. alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. 
moojeni e B. n. pauloensis, respectivamente. (*) indica áreas de perda de 
arquitetura tecidual com presença de eritrócitos. Coloração HE. Barra de escala: 
20 µm. 
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Figura 34. Analise histopatológica do tecido renal de ratos tratados com peçonhas 
botrópicas. A. Rato tratado com apenas salina 0,9% (controle). B,C,D,E,F. Ratos 
tratados com peçonha de B. alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. moojeni e B. n. 
pauloensis, respectivamente. As setas indicam a presença de corpos protéicos e a 
cabeça de seta indica eritrócitos na luz do túbulo. Coloração HE. Barra de escala: 
20 µm. 
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5. Discussão 
Apesar da ação hipotensora das peçonhas botrópicas serem bem 
conhecida (27,17), há poucos estudos comparativos sobre este fenômeno. 
Cheymol et al. (12) observaram variação na hipotensão causada pelas peçonhas 
de B. jararaca, B. atrox, B. carribeaus e B. lanceolatus, com a primeira e última 
destas espécies sendo, respectivamente, a mais potente e a menos potente. 
Nossos resultados confirmam que de fato há variação na capacidade das 
peçonhas botrópicas de causar hipotensão.  Baseado nas respostas observadas 
aqui com a dose de 0,75 mg/kg, as peçonhas formaram dois grupos – as que 
causaram hipotensão reversível (B. alternatus e B. moojeni) e irreversível (B. 
atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. n. pauloensis). O grupo que causou alteração 
irreversível desenvolveu choque severo, bradicardia e falha respiratória com 
alterações eletrocardiográficas marcadas próximas a morte, já as peçonhas do 
primeiro grupo causaram mudanças mínimas na função cardíaca e na freqüência 
respiratória. A peçonha de  B. atrox causou alterações semelhantes à peçonha de 
B. jararaca e B. jararacussu. Recentemente, a análise do perfil de expressão 
gênica da glândula venenífera desta espécie identificou algumas proteínas que 
podem contribuir para esta hipotensão (99).  Além disso, Meier e Stocker (100) 
relataram que a toxicidade da peçonha de B. atrox em camundongos e ratos é 
mediada em grande parte pela ativação do sistema calicréina-cininas do animal 
injetado, mostrando que a resposta fisiológica do próprio hospedeiro pode 
contribuir para os efeitos da peçonha.     
A ação cardiotóxica das peçonhas botrópicas ainda é pouco investigada. In 
vivo, as peçonhas estudadas neste trabalho causaram mudanças no ECG durante 
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os primeiros 5 minutos após a administração da peçonha. Porem não é claro se as 
mudanças refletem a ação cardíaca direta após a administração da peçonha, 
quando o nível de peçonha circulante ainda esta elevada (101), ou se o efeito é 
secundário a hipotensão marcada que pode levar a hipoperfusão do coração, 
resultando em isquemia e arritmias cardíacas transitórias; é importante ressaltar 
que as peçonhas que causaram menor efeito hipotensor também mostram menor 
efeito na freqüência cardíaca e no ECG e vice versa. Diferente de outras 
peçonhas, a B. atrox produziu diminuição progressiva na freqüência cardíaca, o 
que indica que esta peçonha pode conter componentes com ação cardíaca direta.  
Peçonhas botrópicas possuem uma grande variedade de enzimas 
(102,96,73,103,104), algumas das quais podem potencialmente contribuir para a 
hipotensão (29). Entretanto, apesar desta grande variedade de enzimas, nenhum 
estudo correlacionou atividades enzimáticas especificas com ações 
cardiovasculares da peçonha, entretanto Ferreira et al. (104) sugeriu que a 
letalidade pode estar correlacionada positivamente com a atividade hemorrágica e 
negativamente com a atividade proteolítica (caseolítica). Enzimas presentes em 
peçonhas botrópicas que se mostraram envolvidas na ação hipotensora incluem: 
fosfolipases A2 (PLA2) (34) e proteases coagulantes (Zaganelli et al., 1996) e tipo 
calecreina (105,28,30). Ainda, peptídeos potencializadores de bradicinina e 
peptídeos do tipo C natriuréticos (19,20,21,25) mostraram papel importante na 
ação cardiovascular destas peçonhas. 
  A ausência de acumulo de fluidos  no peritônio e na cavidade torácica e a 
ausência de hemorragia sistêmica extensiva na morte indicam que a hipovolêmia 
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provavelmente não esta relacionada com as alterações cardiovasculares vistas 
aqui. Estas situações podem refletir a duração relativamente baixa dos 
experimentos ou a espécie de animais utilizados (ratos).  Clinicamente, 
hipovolêmia secundaria a hemorragia sistêmica é um fator importante que leva a 
choque hipovolêmico em pacientes picados por espécies do gênero Bothrops, 
porém normalmente ocorre apenas após horas ou até mesmo dias após o 
acidente (2).  
As alterações histológicas observadas após a administração i.v. da peçonha 
foram, na maioria dos casos, discreta, com exceção dos pulmões, que apresentou 
hemorragia e coagulação intravascular (dependendo da peçonha), e menos 
evidente, em rins. A ordem de susceptibilidade foi pulmão/rim> fígado> coração, o 
que corrobora com outros estudos em que a sensitividade a danos foi maior em 
pulmões e rins, intermediaria em fígado e menor em coração e cérebro 
(106,108,9,85). No tecido cardíaco, a única alteração histológica vista com 
algumas peçonhas foi à presença de hemorragias locais; não houve presença de 
mionecrose. Estes achados corroboram com os estudos já realizados, em qual o 
coração geralmente não é afetado pela peçonha (35). A ausência de alterações 
morfológicas indica que o dano cardíaco não é o principal fator na resposta 
cardiovascular vista aqui. 
A sensitividade do pulmão esta em concordância com o importante dano 
pulmonar causado por peçonhas das serpentes do gênero Bothrops e seus 
componentes em animais de laboratório (71,107) e em observações clinicas de 
hemorragia pulmonar (89). Porem, apesar da susceptibilidade a danos, não há 
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preferência aparente na acumulação da peçonha ou seus componentes no tecido 
pulmonar (108,109,110,74).  Os rins são um local importante para ação e 
eliminação da peçonha (102), e falha renal aguda pode ser desenvolvida por 
espécies botrópicas (94). Apesar de alterações morfológicas associadas a este 
fenômeno já foram descritas (39,111,112,113), as alterações observadas aqui 
(descamação epitelial e presença de restos protéicos na luz do túbulo e eritrócitos 
intactos) não foram particularmente marcados, possivelmente devida a pouca 
duração dos experimentos (<120 min). 
A relação entre alterações hemodinâmicas e respiratórias vistas aqui não 
foram claras. Estudos comparando a letalidade de peçonhas botrópicas em 
camundongos mostraram que a ordem de potencia foi B. jararaca > B. neuwiedi 
(B. pauloensis) > B. alternatus > B. jararacussu > B. moojeni > B. atrox 
(114,115,116,103,105).  Esta ordem foi diferente da que observamos neste 
trabalho (B. atrox/B. jararaca/B. jararacussu/B. pauloensis > B. alternatus/B. 
moojeni), o que sugere que a letalidade destas peçonhas pode variar de acordo 
com diversos fatores. 
Vários peptídeos e enzimas que podem contribuir para esta hipotensão já 
foram identificados em peçonhas botrópicas, e é possível que a variação 
observada aqui seja devida, em parte, a quantidades diferentes destes 
componentes nas peçonhas.  Além disso, é possível que ocorra variação na 
atividade de diferentes lotes de peçonha da mesma espécie (devido à influência 
de idade, sexo, origem geográfica, etc. das serpentes); este é um aspecto que 
merece investigação. 
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Concluindo, os resultados descritos aqui mostraram que peçonhas 
botrópicas causam alterações hemodinâmicas, cardíacas e respiratórias,  e esta 
capacidade varia entre as espécies. As observações vistas aqui sugerem que a 
causa de morte hipotensão profunda (possivelmente envolvendo disfunção 
cardíaca como conseqüência desta hipoperfusão) e falha respiratória, com a 
ultima sendo mediada por hemorragia e trombo. 
 
6. CONCLUSÕES 
Os resultados apresentados aqui mostram que: 
1. Todas as peçonhas botrópicas estudadas causaram alterações 
cardiovasculares, porem existe variabilidade interespecífica na sua 
potência, sendo que as de B. atrox, B. jararaca e B. jararacussu foram 
as mais letais. 
2. Todas as peçonhas causaram algum distúrbio elétrico transitório no 
ECG. 
3. Todas as peçonhas produziram alteração histológica em algum dos 
órgãos avaliados (coração, fígado, pulmão e rim). Porém, o único que 
foi consistentemente danificado por todas as peçonhas foi o pulmão, 
onde ocorreu hemorragia extensa. A hemorragia pulmonar e a 
presença de trombos podem contribuir para as alterações 
cardiovasculares observadas com as peçonhas.  
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